







































Tercer Ciclo. Vicerrectorado de Investigación 
Campus de Los Jerónimos. 30107 Guadalupe (Murcia) 







AUTORIZACIÓN DE LOS DIRECTORES 
DE LA TESIS PARA SU PRESENTACIÓN 
 
 
La Dra. Dª. Estrella Núñez Delicado y el Dr. D. José Antonio Gabaldón 
Hernández como Directores de la Tesis Doctoral titulada “Encapsulación  de 
flavonoles en ciclodextrinas. Efecto en su actividad antioxidante” realizada por Dª. 
María Teresa Mercader Ros en el Departamento de Tecnología de la Alimentación y 
Nutrición, autoriza su presentación a trámite dado que reúne las condiciones 
necesarias para su defensa. 
Lo que firmo, para dar cumplimiento a los Reales Decretos 56/2005 y 778/98, 
























A Juan, por ser sencillamente perfecto 
A mis padres, por ser los mejores 





Elaborar la lista de agradecimientos ha sido una de las tareas más placenteras 
de la realización de esta Tesis Doctoral. Al hacerla me he dado cuenta del gran 
número de personas que han contribuido a que esta tesis llegase a ser una realidad. 
En primer lugar quisiera expresar mi más sincero agradecimiento a los 
directores de esta tesis doctoral, la Dra. Estrella Núñez Delicado y el Dr. José Antonio 
Gabaldón Hernández, ya que para mí es un honor haber realizado este trabajo bajo su 
dirección y les estaré siempre muy agradecida porque han dedicado su valioso 
tiempo a ello. 
A Estrella, gracias a ella todos mis objetivos profesionales se han cumplido. 
Gracias por su humanidad, sinceridad, profesionalidad, confianza, fortaleza, amistad 
y muchas más cualidades que le hacen ser ESTRELLA. 
A José Antonio, gracias por haber confiado en mí desde el primer momento y 
haber sido persistente en conseguirme un futuro.  
A Carmen, por su dedicación absoluta, gracias por enseñarme tanto, por 
contestarme a todas esas preguntas, una y otra vez, porque por ella sé mucho más de 
lo que se pueda imaginar, pero sobre todo, gracias por su gran amistad en estos 4 
años con sus malos y bellísimos momentos.   
A Pilar, por su amistad y porque es imposible no quererla. A Ana, mí 
compañera de 10 años, por seguir ahí y ayudarme cuando lo he necesitado. A 
Patricia, por su alegría, ya que cada día es capaz de sacarme una sonrisa. Muchas 
gracias por las flores. 
A Santiago, gracias por ser como eres y sorprenderme cada día. A Antonio 
José, por su amistad y ayuda. A mi compañero, Antonio Soler, por sus consejos. A 
Ginés y Mariano, por ser tan buenos compañeros.  
A Isabel, por su cariño. A Eva Salazar, por ser la mejor persona que he 
conocido en mi vida. A mis compañeros del palomar Paco y Fernando, por su 
amistad. A Paco, gracias por nuestras largas conversaciones. 
A Gabi y Alfonso, por su ayuda en el laboratorio y sus clases de fontanería en 
el HPLC. 
A José Mª Cayuela, Pilar Zafrilla y a todos mis compañeros del departamento 
de Tecnología de la Alimentación y Nutrición que de una forma u otra me han 
apoyado para la realización de la tesis. 
A Juan, por lo feliz que me siento a su lado y quererme tanto. 
A mis padres y hermanas, por la vida que me han dado, gracias a ellos he 
conseguido todo lo que soy. Mamá y Papá os quiero, gracias por todo. A mis sobrinos 
Antonio, Alicia, Irene, Rocío y Julio, por alegrarme la vida. 
A la Universidad Católica San Antonio de Murcia por haberme acogido y 










“Si consigo ver más lejos 
es porque he conseguido auparme 







El contenido de esta Tesis Doctoral ha sido parcialmente publicado en los siguientes 
trabajos: 
 
• Mª Teresa Mercader-Ros, Carmen Lucas-Abellán, Mª Isabel Fortea, José 
Antonio Gabaldón, Estrella Núñez-Delicado. “Effect of HP-β-Cyclodextrins 
complexation on the antioxidant activity of flavonols”. Food Chemistry. 2010, 
118, 769-773. 
 
• Mª Teresa Mercader-Ros, Carmen Lucas-Abellán, José Antonio Gabaldón, Mª 
Isabel Fortea, Adela Martínez-Cachá, Estrella Núñez-Delicado. “Kaempferol 
complexation in cyclodextrins at basic pH”. Journal of Agricultural and Food 
Chemistry. 2010, 58, 4675-4680. 
 
• Carmen Lucas-Abellán, María Teresa Mercader-Ros, Maria del Pilar Zafrilla, 
Isabel Fortea, José Antonio Gabaldón, Estrella Núñez-Delicado. “ORAC-
Fluorescein assay to determine the oxigen radical absorbance capacity of 
resveratrol complexed in cyclodextrins”. Journal of agricultural and food 
chemistry. 2008, 56, 2254-2259. 
 
• Carmen Lucas-Abellán, María Teresa Mercader-Ros, Maria del Pilar Zafrilla, 
José Antonio Gabaldón, Estrella Núñez-Delicado. “Comparative study of 
different methods to measure antioxidant activity of resveratrol in the 












LISTA DE ABREVIATURAS .................................................................................. 23 
ÍNDICE DE TABLAS Y FIGURAS ......................................................................... 29 
 
CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN ........................................................................ 39 
1. Compuestos Fenólicos........................................................................................ 41 
1.1. FLAVONOIDES ................................................................................................................... 46 
1.1.1. Estructura química y ruta común fenilpropanoide de biosíntesis de 
flavonoides ..................................................................................................................... 47 
1.1.2. Clasificación y principales fuentes naturales ................................................... 51 
1.1.2.1. Flavanonas .................................................................................................... 51 
1.1.2.2. Flavonas ........................................................................................................ 52 
1.1.2.3. Isoflavonas .................................................................................................... 53 
1.1.2.4. Flavonoles ..................................................................................................... 54 
1.1.2.5. Flavanoles ..................................................................................................... 55 
1.1.2.6. Antocianos .................................................................................................... 57 
1.1.3. Propiedades biológicas de los flavonoides ....................................................... 58 
1.1.3.1. Propiedades antioxidantes ............................................................................ 61 
1.1.3.2. Propiedades prooxidantes ............................................................................. 63 
1.1.4. Farmacocinética y biodisponibilidad ................................................................ 64 
1.1.5. Aplicaciones de los flavonoides ......................................................................... 65 
2. Ciclodextrinas (CDs) .......................................................................................... 68 
2.1. HISTORIA Y DEFINICIÓN ................................................................................................... 68 
2.2. PROPIEDADES ................................................................................................................... 70 
18 Mª TERESA MERCADER ROS 
2.3. CONSIDERACIONES TOXICOLÓGICAS ............................................................................... 72 
2.3.1. α-CDs ..................................................................................................................... 73 
2.3.2. β-CDs ..................................................................................................................... 73 
2.3.3. γ-CDs ...................................................................................................................... 73 
2.4. FORMACIÓN DE COMPLEJOS DE INCLUSIÓN ..................................................................... 74 
2.4.1. Equilibrio de los complejos de inclusión .......................................................... 78 
2.5. MÉTODOS DE PREPARACIÓN DE COMPLEJOS .................................................................... 79 
2.5.1. Solución Dinámica ............................................................................................... 79 
2.5.1.1. Efecto de la temperatura ............................................................................... 79 
2.5.1.2. Empleo de disolventes ................................................................................... 79 
2.5.1.3. Efecto del agua .............................................................................................. 80 
2.5.1.4. Analitos volátiles .......................................................................................... 80 
2.5.2. Co-precipitación ................................................................................................... 80 
2.5.3. Complejación por método “slurry” ................................................................... 81 
2.5.4. Complejación por pasta ....................................................................................... 81 
2.5.5. Mezcla húmeda y calefacción ............................................................................. 82 
2.5.6. Método de extrusión ............................................................................................ 82 
2.5.7. Mezcla en seco ...................................................................................................... 82 
2.6. MÉTODO DE SECADO DE LOS COMPLEJOS FORMADOS ..................................................... 83 
2.6.1. Analitos altamente volátiles ............................................................................... 83 
2.6.2. Secado por atomización ...................................................................................... 83 
2.6.3. Secado a baja temperatura .................................................................................. 83 
2.7. LIBERACIÓN ...................................................................................................................... 84 
2.8. MÉTODOS PARA LA DETECCIÓN DE LA FORMACIÓN DE LOS COMPLEJOS DE 
INCLUSIÓN CON CDS ............................................................................................................... 84 
2.8.1. Métodos de detección de complejos sólidos ..................................................... 84 
2.8.1.1. Difracción de rayos-X ................................................................................... 84 
2.8.1.2. Espectroscopía de resonancia magnética nuclear .......................................... 85 
2.8.1.3. Espectroscopía de absorción infrarroja .......................................................... 85 
2.8.1.4. Espectroscopía Raman .................................................................................. 85 
ÍNDICE GENERAL  19
2.8.1.5. Métodos térmicos .......................................................................................... 86 
2.8.2. Métodos de detección de complejos en solución ............................................. 86 
2.8.2.1. Métodos de variación de la solubilidad ......................................................... 87 
2.8.2.2. Métodos cinéticos ......................................................................................... 89 
2.8.2.3. Métodos instrumentales ............................................................................... 90 
2.8.2.3.1. Espectroscopía de absorción UV-VIS ........................................ 90 
2.8.2.3.2. Espectroscopía de luminiscencia ............................................... 91 
2.8.2.3.3. Dicroísmo circular ........................................................................ 91 
2.8.2.3.4. Espectroscopía de resonancia magnética nuclear .................... 92 
2.8.2.3.5. Espectroscopía de resonancia de espín electrónico ................. 92 
2.8.2.3.6. Métodos voltamétricos ................................................................ 93 
2.8.2.3.7. Conductimetría ............................................................................. 93 
2.8.2.3.8. Cromatografía ............................................................................... 93 
2.9. APLICACIONES DE LA CDS ............................................................................................... 94 
2.9.1. Cosmética y aseo personal .................................................................................. 94 
2.9.2. Industria alimentaria ........................................................................................... 95 
2.9.2.1. CDs como agentes atrapadores de flavores ................................................... 96 
2.9.2.2. CDs como agentes protectores frente a la oxidación por oxígeno ................. 96 
2.9.2.3. CDs como agentes protectores frente a la luz ............................................... 97 
2.9.2.4. CDs como agentes protectores frente a la temperatura ................................. 97 
2.9.2.5. CDs para mejorar la vida útil de los alimentos ............................................. 97 
2.9.2.6. Aplicaciones de las CDs vacías ..................................................................... 98 
2.9.2.7. Aplicaciones especiales de las CDs en alimentos ........................................ 100 
2.9.3. Industria farmacéutica ...................................................................................... 100 
2.9.4. Agricultura e industria química....................................................................... 102 
2.10. REGULACIÓN DE LAS CDS ............................................................................................ 103 
3. Flavonoides y ciclodextrinas ........................................................................... 103 
4. Capacidad  antioxidante .................................................................................. 105 
 
CAPÍTULO II.  OBJETIVOS ........................................................................... 109 
20 Mª TERESA MERCADER ROS 
1. Objetivos ............................................................................................................ 111 
 
 
CAPÍTULO III. MATERIALES Y MÉTODOS .................................................. 113 
1. Materiales y métodos ....................................................................................... 115 
1.1. CÁLCULO DE KC ............................................................................................................... 115 
1.1.1. Reactivos ............................................................................................................. 115 
1.1.2. Método enzimático ............................................................................................ 115 
1.1.3. Método de solubilidad ...................................................................................... 121 
1.1.4. Método fluorimétrico ......................................................................................... 124 
1.2. MEDIDA DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE ....................................................................... 125 
1.2.1. Reactivos ............................................................................................................. 125 
1.2.2. Método ORAC-FL .............................................................................................. 126 
 
CAPÍTULO IV. MIRICETINA ......................................................................... 129 
1. Miricetina ........................................................................................................... 131 
1.1. INTRODUCCIÓN .............................................................................................................. 131 
1.1.1. Miricetina y salud .............................................................................................. 131 
1.2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN ............................................................................................. 134 
1.2.1. Cálculo de KC ...................................................................................................... 134 
1.2.1.1. Método enzimático ...................................................................................... 134 
1.2.1.2. Método de solubilidad ................................................................................. 138 
1.2.1.3. Método fluorimétrico .................................................................................. 141 
 
CAPÍTULO V. QUERCETINA ......................................................................... 149 
1. Quercetina ......................................................................................................... 151 
1.1. INTRODUCCIÓN .............................................................................................................. 151 
1.1.1. Quercetina y salud ............................................................................................. 152 
1.2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN ............................................................................................. 155 
1.2.1. Cálculo de KC ...................................................................................................... 155 
ÍNDICE GENERAL  21
1.2.1.1. Método enzimático ...................................................................................... 155 
1.2.1.2. Método de solubilidad ................................................................................. 161 
1.2.1.3. Método fluorimétrico .................................................................................. 164 
CAPÍTULO VI. KAEMPFEROL ....................................................................... 173 
1. Kaempferol ......................................................................................................... 175 
1.1. INTRODUCCIÓN .............................................................................................................. 175 
1.1.1. Kaempferol y salud ........................................................................................... 175 
1.2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN ............................................................................................. 177 
1.2.1. Cálculo de KC ...................................................................................................... 177 
1.2.1.1. Método fluorimétrico .................................................................................. 177 
1.2.1.2. Método enzimático ...................................................................................... 181 
1.2.1.3. Método de solubilidad ................................................................................. 185 
 
CAPÍTULO VII. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE ............................................ 191 
1. Efecto de la complejación de miricetina, quercetina y kaempferol 
en  HP-β-CDs, sobre su actividad antioxidante ............................................... 193 
1.1. INTRODUCCIÓN .............................................................................................................. 193 
1.2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN ............................................................................................. 195 
1.2.1. Medida de actividad antioxidante ................................................................... 195 
 
CAPÍTULO VIII. CONCLUSIONES ............................................................... 205 
1. Conclusiones ...................................................................................................... 207 
 
CAPÍTULO IX. BIBLIOGRAFÍA ...................................................................... 209 





LISTA DE ABREVIATURAS 
 




























F3´H/F3´5´H: Flavonoide 3´-hidroxilasa/ Flavonoide 3´5´-hidroxilasa. 
F3H: Flavanona 3-β-hidroxilasa. 
FAO: Organización para la Agricultura y la Alimentación de las Naciones Unidas. 
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FDA: American Food and Drug Administration. 
FL: Fluoresceína. 
FLS: Flavonol sintetasa. 
FRAP: Reducción del hierro - poder antioxidante. 
FSI/FSII: Flavonol sintetasa I/ Flavonol sintetasa II. 
G2‐β‐CDs: Maltosil‐β‐CDs 
GC: Cromatografía de gases. 
GRAS: En general reconocido como seguros. 
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1. COMPUESTOS FENÓLICOS 
El descubrimiento de las propiedades antioxidantes de los compuestos 
fenólicos, su gran abundancia en nuestra dieta, y su papel en la prevención de 
enfermedades asociadas al estrés oxidativo (Scalbert y Williamson, 2000), ha 
despertado un gran interés, desde el punto de vista científico y empresarial, sobre 
estos compuestos.  
Antiguamente, los polifenoles se consideraban antinutrientes porque tenían la 
peculiaridad de precipitar macromoléculas como proteínas, carbohidratos y enzimas 
digestivas, reduciendo la digestibilidad de algunos alimentos. Sin embargo, en la 
década de los 90 aumentó el interés por los polifenoles debido a sus posibles efectos 
beneficiosos sobre la salud. Se propusieron efectos favorables en enfermedades 
cardiovasculares (Renaud y de Lorgeril, 1992) o neurodegenerativas (Sun y col., 
2002), en la prevención y tratamiento de distintos tipos de cáncer (Lambert y col., 
2005) y, en general, en todas aquellas enfermedades donde el estrés oxidativo tuviera 
un papel importante. Estos efectos beneficiosos se explicaban fundamentalmente por 
las propiedades antioxidantes (Frankel y col., 1995), antiinflamatorias (Haqqi y col., 
1999) y anticancerígenas (Yang y col., 2001) que presentaban los polifenoles. 
Los polifenoles constituyen una de las clases principales de metabolitos 
secundarios de las plantas, donde desempeñan diferentes funciones fisiológicas: 
intervienen en el crecimiento y reproducción y en procesos defensivos frente a 
patógenos, predadores o radiación ultravioleta. 
 Los compuestos fenólicos presentan un anillo benceno hidroxilado como 
elemento común en sus estructuras moleculares, las cuales pueden incluir grupos 
funcionales como ésteres, metil ésteres, glicósidos, etc. (Martínez-Valverde y col., 
2000; Duthie y Crozier, 2000).  
Aunque existe una gran variedad de compuestos fenólicos en vegetales (se 
conocen más de 8000), la mayor parte de ellos tienen como origen metabólico común 
la ruta del ácido shikímico y el metabolismo de los fenilpropanoides (Robards y col., 
1999). Esta ruta biosintética conduce a la producción de ácidos benzoico y cinámico, 
así como a aminoácidos aromáticos (fenilalanina y tirosina). 
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Las distintas familias de compuestos fenólicos se caracterizan principalmente 
por el número de átomos de carbono que forman su esqueleto básico molecular 
(Tabla Ι.1.).  
 
Tabla Ι.1.: Clasificación de los polifenoles. 
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Los niveles de éstos compuestos pueden variar considerablemente dentro de 
la misma especie vegetal, e incluso entre sus variedades, debido a factores genéticos y 
ambientales que condicionan la germinación, el crecimiento y calidad de los cultivos 
(Bravo, 1998; Scalbert y Williamson, 2000).  
En los alimentos, los compuestos fenólicos se suelen presentar conjugados 
con azúcares como glucosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, xilosa, o los ácidos 
glucurónico y galacturónico. También pueden unirse a ácidos carboxílicos, ácidos 
orgánicos, aminas y lípidos (Duthie y col., 2003). 
La actividad antioxidante de los compuestos fenólicos se atribuye a su 
facilidad para ceder átomos de hidrógeno de un grupo hidroxilo aromático a un 
radical libre y a la posibilidad de deslocalización de cargas (efecto resonante) en el 
sistema de dobles enlaces del anillo aromático (Duthie y col., 2003). Los compuestos 
fenólicos poseen, además, una estructura química ideal para captar iones metálicos 
(principalmente hierro y cobre) y por tanto para inhibir la formación de radicales 
libres a través de reacciones Fenton. El tipo de compuesto, el grado de metoxilación y 
el número de grupos hidroxilo son algunos de los parámetros que determinan esta 
actividad antioxidante.  
Muchos de estos compuestos fenólicos son, además, responsables de las 
propiedades organolépticas de los alimentos de origen vegetal y por tanto, influyen 
directamente en la calidad de algunos de ellos (Tomás-Barberán y Espín, 2001). Entre 
los compuestos fenólicos encontramos pigmentos, como los antocianos, responsables 
de los tonos rojos, azules y violáceos característicos de muchas frutas, hortalizas y del 
vino tinto; o los flavonoles presentes principalmente en frutas y hortalizas que dan un 
color crema-amarillento. Algunos polifenoles como las flavononas de los cítricos 
(naringina), aportan un sabor amargo, otros en cambio confieren astringencia a los 
frutos, como los taninos hidrolizables. 
Según su estructura, los polifenoles se pueden clasificar en dos grandes 
grupos: flavonoides (flavononas, flavonas, isoflavonas, flavonoles, flavan-3-oles, 
proantocianidinas y antocianos) y no flavonoides (ácidos hidroxicinámicos, taninos 
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Tabla I.2.a.: Clasificación de polifenoles no flavonoides. 
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Tabla I.2.b.: Clasificación de polifenoles flavonoides. 
 













































Los flavonoides son la subclase de polifenoles más abundante del reino 
vegetal. Se distribuyen en las plantas de manera ubicua y la variedad de propiedades 
biológicas que presentan ha llamado poderosamente la atención de los 
investigadores, siendo éste el grupo de polifenoles más estudiado. 
 Forman parte del metabolismo secundario de plantas, siendo responsables de 
su crecimiento y exhibiendo determinadas interacciones con otros organismos vivos. 
Son responsables de la pigmentación de los pétalos en las flores de tonos amarillos, 
rojos y naranjas, atrayendo así a los agentes polinizadores. También tienen la 
capacidad de proteger a las plantas del daño provocado por los rayos UV y del 
ataque de insectos y patógenos (Yajum, 2005).
 
Pueden actuar como antibióticos y 
antioxidantes, siendo estas dos propiedades las más estudiadas en plantas y en 
humanos (Pietta, 2000). 
Estos compuestos fueron descubiertos por el premio Nobel Szent-György, 
quien en 1930 aisló una sustancia de la cáscara del limón denominada citrina, con 
acción modificadora de la permeabilidad capilar. Los flavonoides, en primer lugar, 
atrajeron el interés de los farmacólogos cuando se describieron sus propiedades 
similares a las vitaminas. Por éste motivo, se designaron como vitamina P (que hace 
referencia a la permeabilidad) y también vitamina C2 (porque algunos tenían 
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propiedades análogas a la vitamina C). Sin embargo, como no fue posible confirmar 
que fueran vitaminas, ambas designaciones se dejaron de usar alrededor de 1950 
(Martínez-Flórez y col., 2002). 
Posteriormente, se han descrito para los flavonoides propiedades 
antioxidantes, antiinflamatorias, antiagregantes, antihemorrágicas, vasodilatadoras, 
antineoplásicas, antivirales, antibacterianas, antialérgicas y hepatoprotectoras 
(Formica y Regelson, 1995; Rice-Evans y Packer, 1998; Middleton y col., 2000). A 
partir de estas evidencias, los flavonoides han ido ganando interés como potenciales 
agentes terapéuticos frente a una amplia variedad de enfermedades. Por otra parte, 
los efectos curativos de muchos remedios propuestos por la medicina natural pueden 
ser atribuidos al empleo de estas moléculas. 
1.1.1. Estructura química y ruta común fenilpropanoide de biosíntesis de 
flavonoides. 
Su estructura básica (flaván) consta de dos grupos fenilo (A y B) unidos por un 
puente de tres carbonos que forma un anillo heterocíclico oxigenado (anillo C) 
(Manach y col., 2004). Los átomos de carbono presentes en los anillos C y A se 
numeran del 2 al 8 y los del anillo B desde el 2’ al 6’ (Harborne y Baxter, 1999; Pérez 
Trueba, 2003). Esta estructura básica permite una multitud de patrones de sustitución 

















Figura I.1.: Núcleo flavonoide. 
 
Las diferencias entre los diversos grupos de flavonoides se establecen por el 
grado de aromaticidad (dobles enlaces conjugados), el patrón de hidroxilación (orden 
y número), el tipo de sustituciones (glicosilación, metilación, sulfatación, etc.) y el 
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grado de polimerización de sus estructuras (Cadenas, 2008). El patrón de 
conjugación, glicosilación o metilación puede ser muy complejo y modificar la 
hidrofilicidad de la molécula y sus propiedades biológicas, pudiendo también 
aumentar el peso molecular del flavonoide. Las moléculas de flavonoide no unidas a 
un glúcido se conocen como agliconas, mientras que las formas glicosiladas se 
denominan glicósidos de flavonoides y son las más frecuentes en vegetales (Manach 
y col., 2004), ya que la glicosilación incrementa la polaridad de la molécula y la hace 
más soluble en agua, lo que es necesario para el almacenaje en las vacuolas celulares 
de las plantas (Urquiaga y Leighton, 2000; Martínez-Flórez y col., 2002).  
La mayoría de agliconas flavonoides tienen nombres triviales con la 
terminación "INA" u "OL". Quercetina es un flavonol y corresponde al 5, 7, 3’, 4’-
tetrahidroxiflavonol y naringenina es una flavanona y corresponde a la 5, 7, 4’-
trihidroxiflavanona. En el caso de los glicósidos flavonoides, es muy común 
nombrarlos con relación al nombre trivial de la aglicona, como por ejemplo: 
apigenina corresponde a la 5, 7, 4’-trihidroxiflavona. 
La ruta biosintética de los flavonoides es una de las vías metabólicas más 
estudiadas del reino vegetal. Los caminos que llevan a su síntesis han sido 
caracterizados en detalle en numerosas especies vegetales (Dixon y Steele, 1999; 
Harborne y Williams, 2000; Winkel-Shirley, 2001; Springob y col., 2003). Existen 
evidencias de que esta ruta deriva del metabolismo primario y que en ella intervienen 
una gran variedad de enzimas.  
Biosintéticamente, los flavonoides pueden considerarse como tetracétidos de 
síntesis mixta, ya que utilizan el p-cumaril-CoA como molécula iniciadora, a la cual se 
unen tres moléculas de malonil-CoA, en una relación molar 1:3 (Figura І.2.). El p-
cumaril-CoA proviene de la ruta del siquimato-fenilpropanoide, y el malonil-CoA 
implica a la ruta del acetato-malonato. La vía del siquimato se utiliza para sintetizar 
compuestos aromáticos a partir de glúcidos, y proporciona los elementos básicos para 
la síntesis de aminoácidos aromáticos (fenilalanina, tirosina y triptófano), así como de 
muchos otros compuestos aromáticos de gran importancia para los organismos 
productores. Esta vía solamente se lleva a cabo en plantas y microorganismos y es 
inducible por estrés. En las plantas superiores se origina en los cloroplastos a partir 
de fosfoenolpiruvato y eritrosa-4-fosfato. La entrada en la ruta de los 
fenilpropanoides se produce por la acción de la fenilalanina amino liasa (PAL). Esta 
enzima, mediante un proceso de desaminación oxidativa, actúa sobre la L-
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fenilalanina (L-Phe) dando lugar al ácido cinámico. Posteriormente, mediante la 
acción de la cinamato-4-hidroxilasa (C4H), el ácido cinámico es convertido al ácido p-
cumárico, el cual es activado en forma de p-cumaroil-CoA gracias a la 4-cumaroil-
CoA-ligasa (4CL) (Julsing y col., 2006). A su vez, la ruta del acetato-malonato se inicia 























Figura I.2.: Ruta común fenilpropanoide, de fenilalanina a p-cumaril-CoA. 
 
Sobre el p-cumaril-CoA, pueden actuar dos enzimas clave: chalcona-sintasa 
(CHS) o bien estilbeno-sintasa (STS) y se produce la ciclación de la tetracetona lineal 
(Figura I.3.).  
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Figura I.3.: Ruta biosintética de flavonoides. 
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Cuando la enzima que actúa es la STS, el producto final de la reacción es el 
trans-resveratrol, liberándose cuatro moles de CO2 por mol de resveratrol formado. 
En el caso de la CHS, se liberan 3 moléculas de CO2 para formar naringenina-
chalcona o pinocembrina-chalcona (de tirosina o fenilalanina respectivamente) 
(Figura I.3.). 
Después de esta reacción, la chalcona isomerasa (CHI) cicla a la naringenina o 
pinocembrina chalcona mediante una isomerización estereoespecífica para formar las 
flavanonas naringenina o pinocembrina. Tras ello, las flavanonas son modificadas por 
enzimas de la ruta de flavonoides para generar una amplia variedad de derivados 
(Dixon y Steele, 1999; Turnbull y col., 2004). 
Se ha observado que la biosíntesis de flavonoides se induce o incrementa con 
la irradiación con luz UV (Antognoni y col., 2007). Sin embargo, las investigaciones se 
han centrado en la interacción que se puede producir entre las plantas y otros 
organismos vivos, más concretamente los efectos de los compuestos fenólicos sobre 
los microorganismos que pueden infectar las plantas (Robards y Antolovich, 1997). 
Algunos investigadores han considerado que se forman como mecanismo de 
defensa frente a los animales herbívoros, aportando un sabor amargo, menor 
digestibilidad y efectos adversos sobre la permeabilidad de la pared intestinal 
(Clausen y col., 1992). 
1.1.2. Clasificación y principales fuentes naturales 
La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las 
propiedades redox de sus grupos hidroxifenólicos y de la relación estructural entre 
las diferentes partes de la estructura química (Bors, 1990). 
Las variaciones estructurales en los anillos permiten subdividir a los 
flavonoides en seis subclases: flavanonas, flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavanoles 
(catequinas y proantocianidinas) y antocianidinas (Skibola y Smith, 2000; Manach y 
col., 2004; Kroon y col., 2004).  
1.1.2.1. Flavanonas 
En la bibliografía, podemos encontrar numerosos estudios sobre flavanonas 
recombinantes cuya relevancia radica, no solo en ser precursoras de flavonoides, sino 
también por exhibir per se, actividad antitumoral, hormonal (Harborne y Williams, 
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2000), antimicrobiana (Cowan, 1999), y efectos terapéuticos frente a la fragilidad 
capilar causada por la hipertensión venosa (Katsenis, 2005). Se encuentran 
principalmente en frutas cítricas, tomates y plantas aromáticas como la menta. Dentro 
del grupo de flavanonas y sus derivados hidroxilados o glicosilados, podemos 
encontrar naringenina en el pomelo, pinocembrina en la miel, narirutina y 
hesperetina (Figura I.4.) en la naranja y eriodictiol en el limón (Erdman y col., 2007). 
Un vaso de zumo de naranja puede contener entre 40 y 140 mg de flavanonas 
glicosiladas. El mayor contenido de flavanonas se encuentra en la parte del albedo y 








Figura I.4.: Hesperetina. 
1.1.2.2. Flavonas 
Dentro del grupo de flavonas se incluyen compuestos relevantes por su 
actividad fitoestrogénica (Harborne y Williams, 2000) y antimicrobiana (Cowan, 
1999). Las flavonas derivan de las flavanonas por acción de las enzimas flavona 
sintetasa Ι y ΙΙ (FSΙ o FSΙΙ) (Figura I.3.). Estas enzimas introducen dobles enlaces entre 
el C2 y C3 del anillo C de la flavanona (Turnbull y col., 2004). No son tan abundantes 
como los flavonoles, pero están presentes en pequeñas cantidades en vegetales y se 
encuentran principalmente en perejil y apio. Las más representativas son luteolina 
(Figura I.5.) y apigenina en forma glicosilada. Los cítricos contienen flavonas 
polimetoxiladas tales como: tengeritina, nobiletina y sinensetina, siendo éstas las más 
hidrofóbicas (Manach y col., 2004).  






Figura I.5.: Luteolina. 
1.1.2.3. Isoflavonas 
Junto con algunos flavonoides, estilbenos y lignanos, ciertos isoflavonoides 
forman parte del grupo de fitoestrógenos de origen vegetal con actividad estrogénica. 
También se han descrito efectos inmunomoduladores asociadas a estas moléculas 
(Dijsselbloem y col., 2004). Dentro del grupo de los isoflavonoides podemos encontrar 
genisteína (Figura I.6.) y daidzeína (Dixon, 2004). Desde el punto de vista 









Figura I.6.: Genisteína. 
 
Genisteína es sintetizada por la vía fenilpropanoide a partir de la flavanona 
naringenina, por acción de la enzima isoflavona sintetasa (IFS) (Liu y col., 2002) 
(Figura I.3.). La enzima da lugar a la migración del C2 del anillo B al C3 del anillo C 
de dicha flavanona, seguida de la hidroxilación en el C2 de este mismo anillo (Dixon, 
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2004). El intermedio resultante, 2-hidroxi-genisteína, es inestable y rápidamente se 
deshidrata para generar el producto estable correspondiente que es la genisteína (Liu 
y col., 2002).  
Estos flavonoides se encuentran casi exclusivamente en plantas leguminosas 
y su principal fuente es la soja. La semilla de soja contiene entre 580 y 3800 mg de 
isoflavonas/Kg y la leche de soja contiene de 30 a 175 mg/L (Cassidy y col., 2000). 
1.1.2.4. Flavonoles  
En este grupo de polifenoles, algunos miembros destacan por su actividad 
antiinflamatoria (Nijveltd y col., 2001; Harborne y Williams, 2000), antioxidante 
(Harborne y Williams, 2000) y antimicrobiana (Cowan, 1999). Dentro del grupo de 
flavonoles y derivados hidroxilados, acilados, glicosilados o metilados, se incluyen: 
quercetina (Figura I.7.), miricetina, kaempferol y rutina, entre otros (Willits y col., 
2004).  
La sustitución del hidrógeno en el carbono 3 del anillo C de las flavonas por 
el grupo 3-hidroxi genera los flavonoles (Willits y col., 2004). La biosíntesis de 
flavonoles ocurre directamente mediante la reducción de flavanonas por la flavonol 








Figura I.7.: Quercetina. 
 
También pueden ser sintetizadas por una ruta indirecta (Figura I.3.), que 
consiste en la hidroxilación de flavanonas en el carbono 3 del anillo C por la enzima 
flavanona 3-β-hidroxilasa (F3H), para generar dihidroflavonoles que posteriormente 
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son reducidos, mediante instauración, por la enzima FLS, dando lugar a flavonoles 
(Turnbull y col., 2004) (Figura I.3.). Otros flavonoles son sintetizados a partir de la 
hidroxilación del dihidroflavonol en los carbonos 3´, 5´ o sólo en el carbono 3´ del 
anillo B, por las enzimas flavonoide 3´, 5´-hidroxilasa (F3´5´H) o flavonoide 3´-
hidroxilasa (F3´H), respectivamente (Dixon y Steele, 1999). Otras enzimas como la 
flavonoide glucosil transferasa (GT) y la flavonoide O-metiltransferasa (OMTs), al 
llevar a cabo la reacción de glicosilación o metilación, respectivamente, contribuyen a 
la diversificación de flavonoles (Willits y col., 2004). 
Estos flavonoides poseen una coloración amarillenta y son los más frecuentes 
en los alimentos, siendo muy abundantes en vino tinto, té, cebolla, escarola y brócoli 
(Manach y col., 2004). Se presentan en forma glicosilada y se acumulan en los tejidos 
aéreos exteriores de las plantas (epidermis y hojas) porque su síntesis y concentración 
dependen de factores ambientales, como la luz solar (Macheix y col., 1990).  
La cebolla contiene aproximadamente 1200 mg/Kg de flavonoles, siendo 
menor su concentración en vino tinto y té, en torno a 45 mg/L. Las frutas contienen 
entre 5 y 10 flavonoles glicosilados diferentes. 
1.1.2.5. Flavanoles 
Pueden presentarse en forma monomérica, denominándose flavan-3-oles 
(catequina y epicatequina) y en forma polimérica (proantocianidinas). Los flavanoles 
poseen actividad antioxidante (Yokozawa y col., 1998), anticancerígena (Ahmad y 
col., 2000; Ahmad y col., 1997), antialérgica (Fujimura y col., 2002) antiinflamatoria 
(Kundu y col., 2003), antimicrobiana (Vidhyasekaran, 1988; Feucht y Treutter, 1999) y 
vasodilatadora (Lorenz y col., 2004).  
En la formación de catequina, intervienen las enzimas dihidroflavonol 
reductasa (DFR) y leucoantocianidina reductasa (LAR), actuando sobre 
dihidroflavonoles, mientras que en la formación de epicatequina, epigalocatequina y 
epigalocatequina galato actúan antocianidina sintetasa (ANS) y antocianidina 
reductasa (ANR) sobre las leucoantocianidinas (Punyasiri y col., 2004) (Figura I.3.).  
Las catequinas son abundantes en la fruta, pero las principales fuentes de estos 
compuestos son el té verde (un vaso de té verde contiene hasta 200 mg de catequinas 
(Lakenbrink y col., 2000)), el chocolate y el vino tinto (hasta 300 mg/L). Catequina y 
epicatequina (Figura I.8.), son los principales flavanoles de la fruta, mientras que la 
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galocatequina, epigalocatequina (Figura I.9.) y epigalocatequina galato se encuentran 
en ciertas semillas leguminosas, uva y, sobre todo, en té (Dreosti, 2000; Manach y col., 



















Figura I.9.: Epigalocatequina. 
 
 
Las proantocianidinas (Figura I.10.), también conocidas como taninos 
condensados, son dímeros, oligómeros y polímeros de catequinas unidos por enlaces 
C4 y C8 (ó C6). Las encontramos en bebidas como té, vino y cerveza, en el chocolate y 
en frutas como uva, melocotón y manzana (son las responsables del carácter 
astringente de estos alimentos, al formar complejos con proteínas de la saliva).  
Es difícil su cuantificación en los alimentos, ya que según sea el estado de 
maduración del fruto, podemos encontrar diferentes estados de polimerización. 
 










Figura I.10.: Procianidina B1 (epicatequina-(4β→8)-catequina). 
1.1.2.6. Antocianos 
Son los pigmentos responsables de la llamativa coloración de las flores y los 
frutos de ciertos vegetales (azul, púrpura o rojo) (Kong y col., 2003). Las antocianinas 
son derivados glicosilados de las antocianidinas, grupo en el que se incluyen los 
siguientes compuestos: pelargonidina, cianidina (Figura I.11.), peonina, malvidina y 











Figura I.11.: Cianidina. 
 
Al igual que otros flavonoides, las antocianinas exhiben actividad 
antiinflamatoria, antitumoral y antioxidante (Kong y col., 2003). En contraste con sus 
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precursores flavonoides, tanto las antocianinas como las antocianidinas se 
caracterizan por ser pigmentos coloreados, sin embargo, a diferencia de sus 
derivados glicosilados (antocianinas), las antocianidinas son altamente inestables 
(Nakajima y col., 2001). En la formación de las antocianinas, la flavanona es 
convertida en dihidroflavonol por la enzima flavanona 3β-hidroxilasa (F3H). El paso 
siguiente, implica la conversión del dihidroflavonol en leucoantocianidina mediante 
la enzima dihidroflavonol reductasa (DFR) (Turnbull y col., 2004) (Figura I.3.). La 
leucoantocianidina es transformada en antocianidina por la enzima antocianidina 
sintetasa (ANS) (Nakajima y col., 2001) (Figura I.3.).  
Aunque son inestables en la forma aglicona, mientras están en las plantas son 
resistentes a la acción de la luz, pH y agentes oxidantes, debido a que se presentan 
glicosiladas y esterificadas con varios ácidos orgánicos. La inestabilidad que presenta 
en la forma aglicona supone, la decoloración de los mismos y son por tanto no 
deseables. El pH no solo ejerce una marcada influencia sobre el color de los 
antocianos sino que también afecta a su estabilidad, un menor valor de pH implica un 
color rojo más intenso y una mayor estabilidad.  
En la dieta humana, se encuentran en el vino tinto, ciertas variedades de 
cereales y vegetales como la cebolla, guisantes, calabaza, pero sobre todo, en frutas 
como cerezas, frambuesas, moras y ciruelas, entre otras. Su concentración en los 
alimentos viene determinada por la intensidad del color, pudiendo alcanzar valores 
entre 2000-4000 mg/Kg en la grosella y fresa, aumentando su contenido con el 
proceso de la maduración. El vino tinto contiene entre 200-350 mg de antocianinas/L, 
las cuales se transforman en complejas estructuras a medida que aumenta la edad del 
vino (Clifford, 2000).  
1.1.3. Propiedades biológicas de los flavonoides 
Entre los mecanismos propuestos para explicar los efectos beneficiosos sobre la 
salud ejercidos por los flavonoides, se encuentran el efecto antioxidante, la quelación 
de metales, la inhibición enzimática y la regulación génica (Erlejman y col., 2004). Se 
sabe que los flavonoides pueden ejercer su actividad antioxidante en numerosos 
sistemas biológicos, pero se ha de tener en cuenta que su distribución en estos 
sistemas depende de su relativa hidrofilicidad/hidrofobicidad y de sus interacciones 
con determinadas macromoléculas (Saija y col., 1995). Estos factores determinan la 
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concentración local de flavonoides, lo que influye en su capacidad para regular 
ciertos fenómenos celulares.  
Gran parte del efecto protector ejercido por los flavonoides, por ejemplo de las 
catequinas presentes en el té, se ha atribuido a su capacidad para neutralizar o 
secuestrar radicales libres; pero cada vez hay más estudios que evidencian que estos 
compuestos también actúan regulando ciertas actividades enzimáticas celulares y 
que, parte de esta regulación, estaría relacionada con la capacidad de los flavonoides 
para alterar la estructura de la membrana plasmática (Caturla y col., 2003). Este 
efecto, permitiría actuar a los flavonoides sobre diversos procesos celulares 
estrechamente relacionados con la membrana plasmática, como la señalización 
celular (Spencer y col., 2001), el ciclo celular, el metabolismo del ácido araquidónico 
(Álvarez y Orallo, 2004), la proliferación celular, la apoptosis y la funcionalidad de las 
mitocondrias (Schroeder y col., 2008).  
El Doctor D. Francisco Tomás Lorente en 2004, clasificó las acciones 
farmacológicas de los flavonoides en los siguientes grupos: 
 
1. Vasoprotectores 
2. Modificadores de los niveles del colesterol y lípidos 
3. Antiagregantes 
4. Modificadores enzimáticos 
5. Actividad estrogénica 
6. Actividad anticancerígena 
7. Actividad antibacteriana y antifúngica 
8. Actividad antiurémica 
9. Actividad espasmolítica 
10. Actividad antialérgica 
11. Actividad antiinflamatoria 
12. Actividad antivírica 
 
En la Tabla I.3. se resumen las actividades biológicas asignadas a los 
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Tabla I.3.: Propiedades beneficiosas de los flavonoides. 
 





Protegen la peroxidación 
Afectan a la 
permeabilidad de los 
lípidos                       
Antitumoral                      
Hormonal             
Antimicrobiano 
Cítricos      
Miel    
Tomates 
Menta 
Espín y Tomás- 
Barberán, 2005         
Tomás- Barberán y 
Clifford, 2000            









Apio       
Perejil 
Harborne y Williams, 





Antioxidante                    
Actividad estrogénica 
Soja       
Plantas 
leguminosas 
Dijsselbloem y col., 






Antioxidante               
Disminuyen la 
agregación plaquetaria      
Disminuyen la oxidación 




Manzana   




Escarola      
Té           
Brócoli 
Tomás- Barberán, 2003    
Nijveltd y col., 2001 
Espín y Tomás- 
Barberán, 2005        
Cowan, 1999                     






Antimutagénico                 
Antiinflamatorio 
Antialérgico       
Anticancerígeno    
Antimicrobiana                 
Disminuye la oxidación 
de las LDL                            
Disminuye la agregación 
plaquetaria 
Uva      
Manzana 
Pera       
Cerezas 
Granada      
Té       
Chocolate 
Kris-Etherton y col., 
2002                         
Poyrazoglu y col., 2002 
Yokozawa y col., 1998 
Ahmad y col., 2000  
Fujimura y col., 2002 




Antioxidante    
Antitumoral 
Antiinflamatorio 
Cereza       
Uva          
Fresa 
Mc Dougall y col., 2005 
Kong y col., 2003 
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1.1.3.1. Propiedades antioxidantes 
Los radicales libres y especies reactivas de oxígeno que se generan durante el 
metabolismo normal del oxígeno o bien son inducidos por factores exógenos 
(Nishikawa y col., 2000), suponen un riesgo potencial para las células y tejidos. 
Los flavonoides ejercen un efecto protector, ya que forman parte del 
denominado sistema de defensa antioxidante exógeno del organismo, es decir, 
aquellas defensas que se adquieren a través de la dieta. Existen tres tipos de 
mecanismos que pueden explicar la actividad antioxidante de estas defensas: 
 
1. La transferencia de electrones que determina que el antioxidante se 
transforme en una molécula radical activa.  
2. La transferencia de electrones que determina la formación de una molécula 
antioxidante inactiva o estable.  
3. Pequeñas moléculas que actúan como enzimas antioxidantes (Cadenas, 1997).  
 
Se cree que el mecanismo por el que los flavonoides ejercen su actividad 
antioxidante se basa en la transferencia de electrones, que conlleva la aparición de 
una molécula radical activa y la capacidad de estos compuestos para quelar metales. 
Pero los flavonoides deben cumplir dos requisitos adicionales para ser 
considerados moléculas antioxidantes (Halliwell, 1995): (1) incluso a bajas 
concentraciones deben proteger a los compuestos frente a la oxidación o el daño 
inducido por radicales libres y, (2) el radical flavonoide formado (llamado radical 
aroxilo), debe ser lo suficientemente estable para que la función antioxidante sea 
efectiva. El carácter inestable del radical aroxilo puede ocasionar un efecto 
prooxidante mostrado por algunos flavonoides, sin embargo la colaboración entre 
moléculas antioxidantes, favorece la recuperación del radical aroxilo por otros 
antioxidantes, como el ascorbato.  
Los flavonoides presentan mayor o menor capacidad antioxidante en función 
del número y posición de sus grupos hidroxilo unidos a las estructuras de anillo 
(Rice-Evans, 2001). Los compuestos de naturaleza flavonoide presentan una serie de 
características estructurales que permiten valorar, a priori, su posible función 
antioxidante: i) presencia de un grupo catecol (3', 4'-dihidroxi) en el anillo B; ii) 
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presencia de un doble enlace insaturado entre C2 y C3 en el anillo C y; iii) presencia 
de un grupo hidroxilo en C3 en el anillo C (Dreosti, 2000; Cadenas, 2008). 
También es importante la presencia de grupos funcionales, capaces de unir 
iones de metales de transición como el hierro o el cobre. Como ejemplo de compuesto 
flavonoide que reúne todas estas propiedades químicas descritas tenemos el flavonol 





Figura I.12.: Estructura de quercetina, resaltando los grupos implicados en 
su actividad antioxidante. En amarillo, el grupo catecol del anillo B; en rojo, 
enlace insaturado del anillo C; en verde, función 4-oxo en el anillo C; en azul, 
puntos con capacidad de quelación de metales. 
 
Quercetina presenta una actividad antioxidante cinco veces mayor que la 
determinada para las vitaminas C y E, además de poseer una hidrosolubilidad similar 
a esta última. Exhibe un efecto sinérgico con estas vitaminas, ya que el ácido 
ascórbico reduce la oxidación de la quercetina, de manera que combinado con ella 
permite al flavonoide mantener sus propiedades durante más tiempo. Por su parte, se 
ha descrito que quercetina protege de la oxidación a la vitamina E (Rice-Evans y 
Packer, 2003).  
A la hora de valorar el poder antioxidante de los flavonoides, también debe 
tenerse en cuenta la presencia de grupos galato. Numerosos estudios demuestran que 
muchas de las actividades biológicas de las catequinas del té, se relacionan con la 
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confiere a la planta mayor capacidad antibacteriana (Wang y col., 2000; Yamaguchi y 
col., 2002), anticarcinogénica (Matito y col., 2003; Na y Surh, 2006) y favorece su 





Figura I.13.: Grupo galato presente en la molécula epigalocatequina galato 
(EGCG). En verde, grupo pirogalol; en amarillo, grupo galato. 
 
Los fenoles con una estructura catecol en el anillo B, a pesar de tener mayor 
potencial antioxidante, son metabolizados con mayor facilidad. Para entender el 
potencial que tienen los flavonoides para actuar como antioxidantes in vivo, es 
necesario tener en cuenta otros factores como la biodisponibilidad e interacciones en 
el tracto gastrointestinal, así como la influencia de la conjugación y el metabolismo 
(Croft, 2004).  
1.1.3.2. Propiedades prooxidantes 
Las mismas propiedades que caracterizan la actividad antioxidante de los 
flavonoides, determinan que tengan efectos prooxidantes, lo que puede implicar una 
toxicidad potencial (Lambert y col., 2007). Los mecanismos en los que se basa este 
efecto son la formación de un radical aroxilo lábil o, un complejo flavonoide hierro 
redox lábil (Cadenas, 2008).  
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flavonoides, pueden tener efectos tóxicos sobre las biomoléculas ensayadas, es mucho 
más amplia la bibliografía que referencia su capacidad como antioxidantes, su efecto 
protector frente a enfermedades relacionadas con la edad y, en general, su 
participación en el mantenimiento de una buena salud. De cualquier forma, se 
necesitan más estudios sobre la actividad y mecanismos de acción de los polifenoles 
para profundizar y entender mejor sus mecanismos de acción, su interacción con las 
diversas dianas celulares y, en general, sus funciones biológicas, "las buenas y las 
malas" (Lambert y col., 2007; Cadenas, 2008).  
1.1.4. Farmacocinética y biodisponibilidad 
En la bibliografía, podemos encontrar excelentes revisiones sobre 
flavonoides, centradas en aspectos nutricionales, médicos y sus interacciones con 
fármacos (Havsteen, 2002; Morris y Zang, 2006; Moon y col., 2006). Sin embargo, 
todavía no se conocen al detalle los mecanismos implicados en su absorción y 
biodisponibilidad (Hendrich, 2002).  
Se cree que, la presencia de grupos fenólicos, tanto en los conjugados 
sulfatados como en los glicosilados, facilitan su eliminación. Antes de ser absorbidos, 
los flavonoides son escindidos para dar, por una parte su aglicona y por otra su 
glicósido. Este último compuesto al tener mayor solubilidad en agua, se absorbe 
rápidamente, sin embargo la aglicona puede tardar hasta tres horas en ser absorbida. 
Por este motivo, el promedio de las concentraciones pico de los flavonoides se da tras 
1.75 horas de la ingesta (Wittemer y col., 2005; Laranjinha, 2002).  
Los flavonoides se distribuyen homogéneamente en todos los tejidos 
corporales, logrado incluso atravesar (en función de su hidrofobicidad y su transporte 
por los receptores) la barrera hematoencefálica (Abrahamse y col., 2005; Youdim y 
col., 2004). 
Los flavonoides sufren metabolismo primario y sus metabolitos, aunque sean 
absorbidos, ya no presentan funcionalidad (Abrahamse y col., 2005), alcanzando una 
biodisponibilidad del 1.5%, en comparación con la administración de los mismos por 
vía intravenosa (Jiménez y col., 2009).  
En base a este dato de biodisponibilidad deducimos que la transformación de 
los flavonoides es intensa, llevándose a cabo en dos fases: i) En la fase І, tienen lugar 
diferentes reacciones de biotransformación en el hígado, en las que se adicionan o 
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exponen grupos polares; ii) En la fase II de la biotransformación, la microbiota 
intestinal del colon degrada los flavonoides no absorbidos (Abrahamse y col., 2005; 
Youdim y col., 2004; Rimm y col., 1996), que son conjugados con glicina, ácido 
glucurónico y sulfatados.  
Tras la formación de estos conjugados, la excreción transcurre por dos vías: 
Los compuestos insolubles en agua se excretan junto con la bilis al duodeno, y los 
compuestos hidrosolubles a las vías urinarias con la orina, siendo esta última la salida 
predominante (Abrahamse y col., 2005). En realidad, lo importante es la ruta por la 
cual se metabolizaron; pues si un flavonoide sólo es glucuronidado se excretará por 
vía renal (como la catequina), pero si es metilado y sulfatado será excretado por la vía 
hepática (como la quercetina) (Manach y col., 1999). 
1.1.5. Aplicaciones de los flavonoides  
a) Preparados farmacéuticos 
Desde la antigüedad, los asiáticos han bebido el té verde como remedio 
medicinal. Ese consumo generación tras generación, se ha basado en la experiencia. 
La aplicación de los conocimientos bioquímicos en estudios recientes, han permitido 
evidenciar las propiedades saludables de unos compuestos (flavonoides) presentes en 
el té en altas concentraciones, avalando así su empleo en diferentes preparados 
farmacéuticos (Mazza, 2000). El primer efecto biológico descrito fue el de 
contrarrestar la permeabilidad capilar. La administración oral, por vía intravenosa o 
intramuscular de preparados farmacéuticos de antocianinas de Vaccinium myrtillus 
(VMA) reduce la permeabilidad y fragilidad capilar. Esta actividad antiinflamatoria 
de las VMA es la responsable de sus propiedades anti-edema y de su actividad frente 
a la microangiopatía diabética (Mazza, 2000). 
La silibina del cardo (Silybum marianum, planta medicinal de Europa central) 
tiene efectos hepatoprotectores y por ello se ha incluido en muchas fórmulas 
farmacéuticas. Así sucede con la catequina para combatir enfermedades hepáticas, el 
espino blanco (Crataegus) para tratar insuficiencias cardíacas leves y extractos de la 
Ginkgo biloba (antigua planta medicinal china) para tratar insuficiencias cerebrales 
relacionadas con la edad, entre otros usos (De Smet, 1993). En varios estudios 
epidemiológicos se ha observado que beber té verde o negro puede bajar las 
concentraciones de colesterol en sangre, aportando así mayor protección frente a las 
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enfermedades cardiovasculares (Craig, 1999). 
b) Uso industrial 
 La naringina y neohesperidina, se utilizan a escala industrial, ya que se 
pueden transformar en sus correspondientes dihidrochalconas que tienen un elevado 
poder edulcorante. Además, existen gran cantidad de flavonoides que se podrían 
explotar como sustitutos de aditivos sintéticos (Martínez-Tomé y col., 2001) y/o para 
incrementar la producción de alimentos (Robards y Antolovich, 1997). 
c) En el diseño de alimentos funcionales. 
En los últimos años se ha incrementado el interés por parte de las industrias 
alimentarias y los consumidores por el concepto de alimento funcional. Así, con un 
consumidor cada vez más interesado en alimentos más saludables y una industria 
alimentaria que ha comprendido la potencialidad del mercado de este tipo de 
alimentos, se ha iniciado a nivel mundial una intensa actividad investigadora en éste 
área. El término alimento funcional hace referencia a alimentos o ingredientes que 
mejoran el estado general de salud y/o reducen el riesgo de enfermedad (Rafter, 
2002). 
Se trata además de productos alimenticios que deben consumirse dentro de la 
dieta habitual para conseguir efectos beneficiosos que van más allá de los 
requerimientos nutricionales tradicionales (Roberfroid, 2002). Un alimento puede 
hacerse funcional siguiendo alguna de las siguientes estrategias o sus combinaciones 
(Roberfroid, 2000; Roberfroid, 2002): 
 
1. Eliminando componentes perjudiciales presentes en el alimento (ej. 
alergenos).  
2. Incrementando la concentración de un componente presente de forma 
natural en el alimento hasta unos niveles en que pueda inducir los 
beneficios esperados (ej. fortificación con micronutrientes) o 
incrementando la concentración de una sustancia no nutritiva hasta 
niveles en que se conoce su efecto beneficioso. 
3. Añadiendo un componente que no está presente de forma natural en el 
alimento y que no es necesariamente un macronutriente o un 
micronutriente, pero cuyos efectos beneficiosos son reconocidos (ej. 
compuestos fenólicos). 
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4. Sustituyendo un componente, generalmente un macronutriente (ej. 
grasas), cuyo consumo excesivo tenga efectos perjudiciales por un 
componente de reconocido efecto beneficioso (ej. inulina). 
5. Incrementando la biodisponibilidad o estabilidad de un componente 
que se sepa que es capaz de producir un efecto funcional o reducir un 
potencial riesgo de enfermedad del propio alimento. 
 
Estos efectos beneficiosos deben demostrarse científicamente con el objetivo de 
validar sus efectos y para poder aprobar las declaraciones nutricionales en su etiqueta 
(Roberfroid, 2002). Recientemente ha sido publicado un documento en el que se 
establecen los criterios consensuados para la evaluación del apoyo científico a las 
declaraciones nutricionales relacionadas con la salud de los alimentos funcionales 
(PASSCLAIM) (Aggett y col., 2005). 
Una de las áreas más prometedoras para el desarrollo de alimentos funcionales 
se fundamenta en la posibilidad de modular los sistemas redox y antioxidante del 
organismo (Roberfroid, 2000). Por esta razón, en la actualidad muchos alimentos 
funcionales tienen como finalidad incrementar el aporte de antioxidantes naturales en 
la dieta. En este contexto, la adición de extractos vegetales ricos en compuestos 
fenólicos ha sido propuesta como una estrategia factible para el desarrollo de 
alimentos funcionales con una actividad antioxidante incrementada (Larrosa y col., 
2002). De hecho, en el campo del desarrollo de nuevos ingredientes se está 
produciendo un aumento en la producción de este tipo de extractos vegetales en los 
cuales los compuestos bioactivos son aislados y concentrados para su uso como 
suplementos, alimentos nutracéuticos o como ingredientes en la elaboración de 
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2. CICLODEXTRINAS (CDs) 
2.1. HISTORIA Y DEFINICIÓN 
Las ciclodextrinas (CDs) son azúcares cíclicos naturales de seis (α-CDs), siete 
(β-CDs) u ocho (γ-CDs) unidades de glucosa, unidas por enlaces α (1-4) (Figura I.14.). 
También son conocidas como cicloamilosa, ciclomaltosas o dextrinas de Schardinger 
(Villiers, 1891; Eastburn y Tao, 1994). Se obtienen como resultado de una reacción de 
transglicosilación intramolecular en la degradación del almidón, llevada a cabo por la 











Figura I.14.: Estructura de α-, β- y γ-CDs. 
 
Fueron descubiertas en 1891 por Villiers, obteniendo una pequeña cantidad de 
dextrinas tras la digestión del almidón por Bacillus amylobacter. La cantidad obtenida 
fue aproximadamente de 3 g/Kg de almidón. Tras permanecer unas semanas en 
alcohol se observó la presencia de cristales precipitados que respondían a la fórmula 
de las CDs (C6H10O3)∙3 H2O. Probablemente y de acuerdo con otros autores, Villiers 
observó que las CDs se produjeron por la contaminación de Bacillus macerans (Villiers, 
1891). En 1903, Schardinger fue capaz de aislar dos productos cristalinos, dextrina A y 
dextrina B, que no tenían poder reductor, pero la cepa que los producía no fue 
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identificada. En 1904, Schardinger aisló un nuevo microorganismo capaz de producir 
acetona y alcohol etílico a partir de azúcar y material vegetal que contenía almidón 
(Eastburn y Tao, 1994). Más tarde, en 1911, describió que dicho microorganismo, 
llamado Bacillus macerans, producía grandes cantidades de dextrinas cristalinas a 
partir del almidón (25-30%). Schardinger nombró sus productos cristalinos como 
dextrina cristalina α y dextrina cristalina β. La dextrina cristalina γ no fue aislada 
hasta 1935. En 1942 se observó la estructura de α- y β-CDs por cristalografía de rayos 
X, corroborando así las estructuras propuestas con anterioridad. En 1948, se elucidó la 
estructura de γ-CDs por rayos X y se reconoció que las CDs pueden formar complejos 
de inclusión. Se observó que todos los tipos de CDs tenían estructura troncocónica, 
debido a la conformación en forma de silla de las unidades de glucopiranosa. 
Orientados hacia la boca ancha de la estructura troncocónica se encuentran los –OH 
secundarios de los carbonos C-2 y C-3 de cada unidad de glucosa; y hacia la boca 
estrecha de la estructura se encuentran los –OH primarios de los C-6, quedando los 
grupos -CH2OH orientados hacia la superficie externa del cono. Los hidrógenos de 
los carbonos más apolares de los azúcares (C-3 y C-5) y el oxígeno de los enlaces 
glucosídicos entre las unidades de glucosa, quedan orientados hacia el interior de la 
estructura troncocónica (Figura I.15.). La orientación especifica de todos estos grupos, 
da lugar a una molécula cuya superficie externa es hidrofílica, por lo que es soluble 
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En los años 50 dos grupos de investigadores, liderados por French en 1957 y 
Cramer en 1954, empezaron a trabajar en la producción enzimática de CDs, 
fraccionando los compuestos puros y caracterizando sus propiedades químicas y 
físicas. French descubrió que existían otras CDs naturales, formadas por un número 
mayor de unidades de glucosa, que en 1961 fueron denominadas como δ-, ζ-, ξ- y η-
CDs (9-12 residuos) (Hirose y Yamamoto, 2001), mientras que el grupo de Cramer se 
centró en el estudio de las propiedades de los complejos de inclusión formados por 
las CDs. En 1953 Freudenberg, Cramer y Plieninger obtuvieron una patente, en la que 
se desarrollaban los aspectos más importantes de la aplicación de las CDs en la 
formulación de fármacos para su protección frente a la oxidación, aumento de la 
solubilidad y protección de compuestos volátiles. 
La primera revisión de CDs fue publicada en 1957 por French y en ella se 
hablaba, por primera vez, de la toxicidad de las CDs. Esta fue seguida por la de 
Caesar en 1968. 
Durante los 25 años siguientes, se realizaron numerosos estudios sobre la 
toxicidad de las CDs para el uso en humanos. En 1981 se celebró el primer congreso 
internacional de CDs, decidiendo organizar este evento cada dos años. 
2.2. PROPIEDADES 
Hay tres tipos de CDs denominadas de primera generación, parentales o 
naturales: α-, β- y γ-CDs. β-CDs es el tipo más utilizado debido a su bajo coste. Las 
principales características de las CDs naturales se describen en la Tabla I.4.  
 
Tabla I.4.: Propiedades de las CDs. 
 
Propiedades α-CDs β-CDs γ-CDs 
Número de glucopiranosas 6 7 8 
Peso molecular 972 1135 1297 
Solubilidad en agua a 25 ºC 14.5 1.85 23.2 
Diámetro exterior 14.6 15.4 17.5 
Diámetro de la cavidad 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3 
Altura de la cavidad 7.9 7.9 7.9 
Volumen de la cavidad 174 262 427 
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A partir de las CDs naturales se han sintetizado otros tipos de CDs llamadas 
derivadas o modificadas, que son obtenidas por acilaciones, esterificaciones o 
eterificaciones de los OH de los carbonos primarios y secundarios de las CDs 
naturales. Dependiendo del sustituyente adicionado, la solubilidad de las CDs 
modificadas es diferente a las de su parental. Prácticamente, todas las CDs 
modificadas tienen cambios en el volumen de su cavidad hidrofóbica y, estas 
modificaciones pueden mejorar su solubilidad acuosa. La síntesis de CDs 
modificadas requiere la selección de reactivos, optimización de las condiciones de 
reacción y una buena separación de los productos. Las β-CDs han sido modificadas 



















• HP-β-CDs: hidroxipropil-β-CDs. 
• HPE-β-CDs: Hidroxietil-β-CDs. 
• DIME-β-CDs: (2, 6-dimetil)- β-CDs. 
• TIME-β-CDs: (2, 3, 6-trimetil)- β-CDs. 
 






γ-CDs CDs Modificadas 
Modificadas química o 
enzimáticamente 
HP-β-CDs HPE-β-CDs DIME-β-CDs TIME-β-CDs 
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Debido a su capacidad para unirse de forma específica mediante enlace 
covalente o no covalente a otras CDs, estos azúcares cíclicos se pueden utilizar como 
bloques para la construcción de complejos supramoleculares. Su habilidad para 
formar complejos de inclusión con moléculas huésped de carácter orgánico, ofrece la 
posibilidad de desarrollar hilos supramoleculares.  
Así, se pueden construir arquitecturas moleculares como catenanos, rotaxanos, 
polirrotaxanos y tubos (Figura I.17.). Estos bloques de construcción, que no se 
pueden obtener por otros métodos, se emplean para la separación de mezclas 

















Figura I.17.: Hilos supramoleculares. 
2.3. CONSIDERACIONES TOXICOLÓGICAS 
Recientemente han sido revisados los perfiles de seguridad de las CDs 
naturales y algunas modificadas (Irie y Uekama, 1997; Thompson, 1997). Los estudios 
de toxicidad han demostrado que las CDs administradas por vía oral no son tóxicas, 
debido a su escasa o nula absorción en el tracto gastrointestinal (Irie y Uekama, 1997). 
Además, una serie de evaluaciones de seguridad han demostrado que γ-, 2-
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hidroxipropil-β-, sulfobutiléter-β-, sulfatada-β- y maltosil-β-CDs son seguras, incluso 
administras de forma parenteral. Sin embargo, otros estudios toxicológicos revelan 
que las parentales α- y β-CDs y las modificadas metil-β-CDs no deben de ser 
administradas por vía parenteral (Martín del Valle, 2004).  
2.3.1. α-CDs 
Son bastante irritantes tras su aplicación intramuscular; se unen a algunos 
lípidos produciendo irritación ocular y se absorben entre el 2 y 3% tras su 
administración vía oral en ratas. No son metabolizadas en el tracto intestinal superior, 
pero sí son degradadas por la flora intestinal del ciego y colon (Martín del Valle, 
2004). 
2.3.2. β-CDs 
Son menos irritantes que las α-CDs cuando se administran 
intramuscularmente. Cuando se ingieren por vía oral, éstas se unen al colesterol 
absorbiéndose en el tracto gastrointestinal superior en cantidades muy pequeñas (1-
2%). Al igual que en el caso de α-CDs no son metabolizadas en el tracto intestinal 
superior, pero sí son degradadas por las bacterias de ciego y colon. Actualmente, son 
las CDs más comunes en formulaciones farmacéuticas y por lo tanto, las CDs mejor 
estudiadas en humanos. No es recomendable su aplicación en dosis elevadas, ya que 
al ser degradadas en el intestino grueso, fermentan dando lugar a la producción de 
gas y diarrea (Martín del Valle, 2004). 
2.3.3. γ-CDs 
De los tres tipos de CDs naturales, es para las que menos efectos adversos se 
han descrito (Szente y col., 1998), por lo que son promovidas activamente como 
aditivo alimentario por sus principales fabricantes. Provocan una irritación 
insignificante tras su inyección intramuscular, y son rápidamente degradadas a 
glucosa en el tracto intestinal superior por las enzimas intestinales (incluso a altas 
dosis, por ejemplo, 10-20 g /kg/día). No son absorbidas tras su administración por 
vía oral y hay prácticamente ausencia de metabolismo después de su administración 
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intravenosa. Su habilidad para formar complejos, en general, es menor que β-CDs y 
sus modificadas. Con frecuencia, sus complejos tienen una solubilidad limitada en 
soluciones acuosas, tendiendo a precipitar generando soluciones opalescentes (Szente 
y col., 1998).  
2.4. FORMACIÓN DE COMPLEJOS DE INCLUSIÓN 
La característica más notable de las CDs es su capacidad para formar complejos 
de inclusión con numerosos compuestos tanto orgánicos como inorgánicos en sus 
diferentes estados de agregación, siempre que el compuesto que se vaya a incluir 
tenga un tamaño compatible con las dimensiones de la cavidad hidrofóbica de la CDs 
(Villiers, 1981). Además, la formación del complejo se ve favorecida por las 
características de polaridad de la molécula huésped, aunque son muchos los autores 
que especulan que los factores decisivos en la formación del complejo son más bien 
geométricos que químicos (Muñoz-Botella y col., 1995). Puede afirmarse que el 
proceso de inclusión transcurre gracias a la interacción -energéticamente favorable- 
entre la molécula huésped, relativamente apolar, y la cavidad hidrofóbica –
imperfectamente solvatada- de las CDs. 
Para que se forme el complejo de inclusión, ha de producirse una interacción 
entre la molécula huésped y la CD, que generalmente se califica como “interacción 
hidrofóbica”, dada la naturaleza de las fuerzas que conducen a la formación del 
complejo, que va acompañada por un cambio favorable en el valor de la entalpía y, 
generalmente desfavorable en el de entropía. Para explicar este cambio considerable 
de la entalpía, se argumentan diferentes razones (Szetjli, 1998), entre las que se 
incluyen: i) interacciones de tipo Van der Waals entre molécula huésped y CD, ii) 
formación de puentes de hidrógeno entre la molécula huésped y los grupos hidroxilo 
de la CD, iii) pérdida de energía debida a las moléculas de agua alojadas en el interior 
de la cavidad de la CD, iv) relajación de la energía de tensión del anillo de la 
macromolécula de CD e v) interacciones polares; de modo que la variación de la 
energía libre total del sistema (ΔGT) sería la suma de todas las contribuciones 
individuales [Σ(ΔG)i-v] (Schneiderman y Stalcup, 2000). 
Los estudios sobre la naturaleza de estos enlaces con moléculas huésped 
seleccionadas, han puesto de manifiesto la importancia de cada una de las fuerzas 
implicadas en el proceso de inclusión (Schneiderman y Stalcup, 2000). La 
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comparación de la magnitud de cada una de las fuerzas implicadas demuestra que 
para un huésped apolar, las interacciones i, iii, y iv, son las más significativas. En 
cualquier caso, la importancia de cada una de las fuerzas va a depender de las 
características de la molécula huésped así como de la CD, ya que además de fuerzas 
de enlace parece ser que la pérdida de la estructura del agua alrededor de la molécula 
huésped (apolar), proceso íntimamente relacionado con las interacciones apolares o 
hidrofóbicas, así como la restricción en la liberación de movimiento de la molécula 
huésped en solución, ejercen en conjunto una cierta influencia en la formación del 
complejo de inclusión. 
Estas interacciones hidrofóbicas son relativamente débiles, ya que las fuerzas 
implicadas en la formación de los complejos son interacciones de tipo Van der Waals 
e interacciones dipolo-dipolo. Así, si se compara la energía necesaria para la 
formación de un enlace covalente (102 kcal/mol) con la necesaria para establecer un 
enlace por puente de hidrógeno (10 kcal/mol) y la imprescindible para las 
interacciones por fuerzas de Van der Waals (1 kcal/mol), se deduce que estas 
interacciones son las más débiles y en muchos casos, no permiten la formación de un 
complejo estable. 
Sin embargo, si la molécula apolar adopta o posee una disposición espacial 
específica, cuyo radio de Van der Waals sea compatible con el tamaño de la cavidad 
de la CD, pueden establecer estas interacciones hidrofóbicas y las especies se incluyen 
dando lugar a un complejo cuya estabilidad puede ser, en muchos casos, semejante a 
la que resultaría de una unión covalente. Los complejos más estables se forman en el 
caso de moléculas hidrofóbicas que no son capaces de formar enlaces por puente de 
hidrógeno, por ejemplo benceno. La estabilidad del complejo es proporcional al 
carácter hidrofóbico de los sustituyentes sobre la molécula base. Así, los sustituyentes 
metilo o etilo incrementan la estabilidad de los complejos, mientras que los hidroxilos 
la disminuyen al igual que los grupos ionizables. 
Si en una molécula se dan todas estas características geométricas, químicas, 
estéricas y energéticas favorables para la inclusión, entonces se iniciará el proceso de 
formación del complejo. 
De todo lo expuesto, se desprende que el ajuste de la molécula de sustrato a la 
cavidad de la CDs es un proceso decisivo y en cierta medida independiente del 
carácter de la molécula huésped (Loftsson y Brewster, 1996). Sin embargo, esta 
independencia es relativa debido a que para la formación del complejo es necesaria la 
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deshidratación total o parcial del sustrato, seguida de la rehidratación que se produce 
tras el proceso de incorporación, siendo estos procesos características de los sustratos.  
La unión resultante entre la CD y la molécula huésped no es fija o permanente, 
sino que es un equilibrio dinámico gobernado por una constante, cuya fuerza 
depende del tamaño relativo de la molécula complejada y de las interacciones 










Figura I.18.: Formación del complejo huésped-CDs. 
 
Los complejos de inclusión se pueden formar en estado cristalino o en 
disolución, siendo el agua el disolvente más utilizado en este caso. La formación de 
complejos de inclusión se puede llevar a cabo en un sistema de co-solventes y en 
presencia de cualquier disolvente no acuoso.  
La inclusión en CDs puede cambiar las propiedades físico-químicas de la 
molécula complejada (Schmid, 1989). Algunas de las propiedades que pueden ser 
modificadas por efecto de la complejación son: solubilidad acuosa de moléculas 
insolubles, estabilidad de las moléculas frente a los efectos de degradación del 
oxígeno, luz visible o ultravioleta y calor, volatilidad y sublimación, aislamiento físico 
de los compuestos incompatibles, movilidad cromatográfica, olores y sabores. En este 
sentido, las CDs han sido aplicadas con éxito en diferentes campos: alimentación 
(Fujishima y col., 2001), farmacia (Bhardwaj y col., 2000), cosmética (Holland y col., 
1999), protección del medio ambiente (Bhardwaj y col., 2000), bioconversión (Dufosse 
y col., 1999), envasado e industria textil (Hedges, 1998). 
La lista de moléculas susceptibles de ser encapsuladas en CDs es muy variada 
e incluye compuestos de diferente naturaleza: hidrocarburos alifáticos de cadena 
lineal o ramificada, aldehídos, cetonas, alcoholes, ácidos orgánicos, ácidos grasos, 
KC 
Analito  CDs Analito ‐ CDs
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compuestos aromáticos, gases y compuestos polares tales como halogenados, 
oxiácidos y aminas (Schmid, 1989).  
Mientras que la altura de la cavidad hidrofóbica es la misma para los tres tipos 
de CDs nativas, el número de unidades de glucosas de cada una de ellas determina el 
















Figura I.19.: Diámetro externo e interno de las diferentes CDs. 
 
En base a estas dimensiones, las α-CDs pueden complejar moléculas de bajo 
peso molecular o compuestos con cadenas laterales de hidrocarburos alifáticos; las β-
CDs pueden complejar moléculas aromáticas y heterociclos; y las γ-CDs pueden 
acomodar moléculas más grandes, tales como macrociclos y esteroides (Martín del 
Valle, 2004). 
El equilibrio inicial para formar el complejo es muy rápido (a menudo en 
cuestión de minutos), sin embargo, el equilibrio final puede dilatarse más en el 
tiempo. Por otra parte, la disociación del complejo de inclusión es un proceso 
relativamente rápido, generalmente impulsado por un gran aumento en el número de 
moléculas de agua en el medio ambiente circundante. En disoluciones poco 
concentradas resulta difícil que la molécula huésped encuentre la CD, quedando libre 
en el medio acuoso. 
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2.4.1. Equilibrio de los complejos de inclusión 
El estudio de la estabilidad de los complejos de inclusión a través del cálculo 
de la constante que gobierna el equilibrio (constante de complejación, KC) es muy 
importante. La mayoría de los métodos utilizados para determinar el valor de KC, se 
basan en los cambios producidos en las propiedades físico-químicas de la molécula 
complejada: solubilidad en agua (Higuchi y Connors, 1965); absortividad molar UV-
VIS (Sigurdardottir y Loftsson, 1995; Hussain y col., 1993); oxidación enzimática 
(Núñez-Delicado y col., 1999); reactividad química (Loftsson, 1995; Másson y col., 
1998); fluorescencia (Muñoz de la Peña y col., 2007), resonancia magnética nuclear 
(Harabagiu y col., 2004); pKa de grupos funcionales; cambios calorimétricos 
(Uekama, 1979); descenso del punto de congelación (Suzuki y col., 1993) y cambios 
en los tiempos de retención cromatográfica (López-Nicolás, y col., 2006).  






La constante de equilibrio o constante de complejación (KC) que determina la 
estabilidad de los complejos formados puede ser descrita cuantitativamente mediante 





donde S-CDs representa la concentración de sustrato complejado con CDs, mientras 
que [CDs]L y [S]L representan respectivamente la concentración de CDs y sustrato 
libre en el equilibrio. Cuanto mayor sea el valor numérico de KC más estable será el 
complejo formado. Este valor depende del pH del medio, de la temperatura, fuerza 
iónica del medio y del solvente en el que se encuentre.  
 
 
(1) [ ] [ ]LLC CDsS
CDsSK −=
CDsSCDsS CK −⎯→←+
CAPÍTULO I   79 
2.5. MÉTODOS DE PREPARACIÓN DE COMPLEJOS 
2.5.1. Solución dinámica 
En forma cristalina, solo las moléculas que se encuentran en la superficie de los 
cristales de CDs están disponibles para la formación de complejos. Sin embargo, en 
disolución, hay más moléculas de CDs disponibles para este fin. Por otra parte, al 
aumentar la temperatura del disolvente, aumenta tanto la solubilidad de la CDs como 
la del analito, aumentando por tanto, la probabilidad de formar complejos. Por este 
motivo, la complejación se produce más rápidamente cuando CDs y analito están en 
disolución o en forma de partículas finas dispersas. 
2.5.1.1. Efecto de la temperatura 
La temperatura ejerce más de un efecto sobre la formación de complejos con 
CDs. Al calentar la disolución puede aumentar la solubilidad del complejo, pero al 
mismo tiempo, éste se puede desestabilizar, por lo que estos efectos deben estar en 
equilibrio. La estabilidad térmica del complejo varía dependiendo del analito, pero la 
mayoría de los complejos empiezan a desnaturalizarse a partir de 50-60 ºC. Hay 
algunos complejos que son estables a temperaturas más altas, especialmente si el 
analito está fuertemente ligado o el complejo es muy insoluble. 
2.5.1.2 Empleo de disolventes 
El agua es el disolvente más ampliamente utilizado para llevar a cabo la 
formación de complejos de inclusión. Cuanto más solubles sean las CDs en el 
disolvente, más moléculas habrá disponibles para la formación de los complejos. El 
analito debe ser capaz de desplazar al disolvente que ocupa la cavidad hidrofóbica de 
la CD, siendo el agua el más fácil de desplazar.  
No todos los analitos son fácilmente solubles en agua, haciendo que la 
complejación sea muy lenta o, imposible en algunos casos. Por tanto, para conseguir 
la formación de complejos se puede utilizar disolventes orgánicos para solubilizar 
previamente la molécula a complejar. El disolvente que se utilice debe de ser fácil de 
eliminar por evaporación, por ejemplo etanol y éter dietílico. 
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2.5.1.3. Efecto del agua 
Cuando la cantidad de agua aumenta, también lo hace la solubilidad de CDs y 
analito, de modo que la complejación se produce con mayor facilidad. Sin embargo, 
cuando la cantidad de agua es muy alta, las CDs y el analito pueden estar tan 
diluidos que no se ponen en contacto con la misma facilidad que lo harían en una 
solución más concentrada. Por lo tanto, es conveniente mantener la cantidad de agua 
lo suficientemente baja para garantizar que la formación de complejos se produce a 
un ritmo adecuado. 
Algunos compuestos de elevado peso molecular, como los aceites tienen una 
tendencia a asociarse entre ellos para formar micelas en lugar de interactuar con CDs. 
En tal caso, utiliza más agua y una buena mezcla permite una mejor dispersión, 
dando lugar a la separación y aislamiento de las moléculas del aceite.  
2.5.1.4. Analitos volátiles 
Los analitos volátiles pueden sufrir mermas durante la formación de 
complejos, especialmente si se utiliza calor. Este inconveniente, se puede solventar 
mediante el empleo de un reactor sellado o bien, aprovechando el reflujo de las 
moléculas volátiles al volver al recipiente de mezcla. 
2.5.2. Co-precipitación 
Las CDs se disuelven en agua caliente y el analito se añade a la mezcla en 
agitación. La concentración de β-CDs puede ser del 20% si el analito tolera 
temperaturas altas. Si la concentración que se elige de CDs es muy alta, la solubilidad 
de los complejos disminuirá a medida que avanza la reacción y disminuye la 
temperatura. En muchos casos, la solución de CDs y analito se debe enfriar mientras 
se agita para que se produzca la precipitación de los complejos. 
El precipitado se puede separar por decantación, centrifugación o filtración y 
se puede limpiar con una pequeña cantidad de agua o algún otro solvente miscible, 
como alcohol etílico, metanol o acetona. El lavado con disolventes orgánicos puede 
perjudicar algunos complejos, por lo que se debe probar con anterioridad. 
La principal desventaja de este método reside en la expansión masiva debido a 
la baja solubilidad de las CDs, por lo que se deben utilizar grandes volúmenes de 
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agua. La capacidad del depósito, el tiempo y la energía para calentar y refrigerar las 
muestras pueden convertirse en factores limitantes, debido al alto coste del proceso. 
El tratamiento y eliminación del agua tras recoger los complejos, también puede ser 
motivo de preocupación debido al coste de las operaciones y las posibles 
repercusiones medioambientales. Esto se puede solucionar en muchos casos con el 
reciclaje del agua (Loftsson y col., 1993; Pitha y col., 1992). 
Los analitos ionizados suelen formar complejos más estables con las CDs que 
sus respectivos no ionizados, por tanto, la complejación de analitos básicos se puede 
mejorar mediante la aplicación de amoniaco a los medios acuosos de complejación. 
Por ejemplo, la solubilidad de pancratistatina con HP-β-CDs se optimizó tras la 
adicción de hidróxido de amonio (Torres-Labandeira y col., 1990). 
2.5.3. Complejación por método “slurry” 
En este caso, no es necesario disolver las CDs por completo para formar los 
complejos. La cantidad de CDs que se puede añadir al agua alcanza concentraciones 
en torno al 50-60% de sólidos solubles, que deben de estar en agitación continua para 
obtener una solución acuosa saturada de CDs. La molécula huésped es complejada 
por las CDs en solución y, cuando el complejo satura la fase acuosa, cristaliza o 
precipita pudiendo recoger los precipitados como se describe en el método de co-
precipitación. 
El tiempo requerido para que se produzca la formación de los complejos es 
variable y depende del analito que se quiera complejar, por lo que deben realizarse 
ensayos para determinar el tiempo que se necesita para que se formen los complejos. 
En general, este tipo de complejación se realiza a temperatura ambiente.  
2.5.4. Complejación en pasta 
En este método se añade una pequeña cantidad de agua para formar una pasta 
con CDs. La mezcla se realiza en un mortero o bien una amasadora cuando se quiere 
trabajar a gran escala. El tiempo de formación de los complejos depende del analito a 
complejar. 
El complejo resultante se puede secar directamente o lavarse con una pequeña 
cantidad de agua y recoger los complejos por filtración o centrifugación. A veces se 
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seca formando una masa dura en lugar de un polvo fino. Esto depende del analito y 
de la cantidad de agua utilizada en la pasta. En general, la masa dura se puede secar 
completamente y se muele para obtener los complejos en forma de polvo. 
2.5.5. Mezcla húmeda y calefacción 
En este método se añade poco o nada de agua. La cantidad de agua para 
hidratar las CDs y el analito puede variar entre un 20-25% o también se puede hacer 
totalmente en seco. El analito y las CDs se mezclan bien y se colocan en un recipiente 
cerrado. Este recipiente, cerrado herméticamente, se calienta a unos 100 ºC y luego se 
secan los complejos. La cantidad de agua añadida, el grado de mezcla y el tiempo de 
calentamiento deben ser optimizados previamente para cada analito. 
2.5.6. Método de extrusión 
La extrusión es un método que combina el mezclado y el calentamiento. CDs, 
analito y agua pueden ser mezclados antes de ser introducidos en la extrusora. El 
grado de mezcla, la cantidad de calentamiento y el tiempo, son variables que pueden 
ser controladas en el panel situado en el barril de la extrusora. Dependiendo de la 
cantidad de agua, los complejos de extrusión pueden ser secados a medida que se 
enfrían o bien, pueden secarse en un horno. 
El método de extrusión tiene la ventaja de ser un proceso continuo y utiliza 
muy poca agua. Uno de los problemas que presenta este método es debido al calor 
generado, ya que puede afectar al analito que se va a complejar. 
2.5.7. Mezcla en seco 
Algunos analitos pueden ser complejados simplemente al mezclarlos con las 
CDs. Esto se suele dar con aceites o analitos líquidos. La cantidad que se puede 
mezclar o el tiempo que se necesita varía dependiendo del analito. En general, este 
método se realiza a temperatura ambiente. Su principal ventaja es que no es necesario 
agregar agua, a menos que se utilice una etapa de lavado. Entre sus desventajas 
destaca el riesgo de aglomeración al trabajar a gran escala dando lugar a que la 
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mezcla entre el analito y las CDs no sea homogénea, provocando que la formación de 
los complejos no sea completa. 
2.6. MÉTODOS DE SECADO DE LOS COMPLEJOS FORMADOS 
Los complejos pueden secarse en un horno, un secador de lecho fluido u otros 
tipos de secadores. Hay que tener especial cuidado con los complejos durante el 
proceso de secado para que la temperatura no afecte al analito. 
2.6.1. Analitos altamente volátiles 
Para secar complejos de analitos con una temperatura de ebullición inferior a 
100 ºC, se deben utilizar temperaturas bajas para evitar pérdidas de analito. 
2.6.2. Secado por atomización 
Los complejos también pueden ser secados por aspersión. La precipitación 
debe de ser controlada con el fin de evitar que las partículas que son demasiado 
grandes bloqueen el dispositivo de vaporización o la boquilla. Cuando los analitos 
son volátiles, algunas condiciones por secado de atomización deben de ser 
modificadas con el fin de minimizar en lo más posible las posibles pérdidas. El secado 
por atomización no es viable para el secado de compuestos altamente volátiles o 
sensibles al calor. 
2.6.3. Secado a baja temperatura 
Se puede utilizar un liofilizador para secar los complejos. La baja temperatura 
reduce mucho la pérdida de analitos volátiles. El secado por congelación es muy útil 
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2.7. LIBERACIÓN 
Una vez que los complejos están formados y han sido secados, son muy 
estables, alargando la vida del analito a temperatura ambiente y en condiciones de 
baja humedad.  
Cuando los complejos se disuelven en agua se produce la liberación controlada 
de analito. En primer lugar se disuelve el complejo y seguidamente se libera analito 
hasta su límite de solubilidad en agua, ocupando las moléculas de agua su lugar en la 
cavidad interna de las CDs y estableciéndose un equilibrio entre analito libre y 
complejado. 
Cuando los complejos están formados por diferentes analitos no se van a 
liberar al medio en la misma proporción, ya que cada uno de ellos tiene diferente 
límite de solubilidad en agua y siempre se tiene que cumplir un equilibrio. 
2.8. MÉTODOS PARA LA DETECCIÓN DE LA FORMACIÓN DE LOS COMPLEJOS DE 
INCLUSIÓN CON CDS 
La formación de complejos de inclusión puede detectarse por métodos 
muy diversos, gracias a las modificaciones que se producen en las propiedades 
de la molécula complejada. Estas modificaciones pueden ser físicas (solubilidad, 
tensión superficial); químicas (reactividad, variaciones en el valor de las 
constantes de ionización ácido-base) o espectroscópicas, tanto modificaciones 
cualitativas (posición de los máximos) como cuantitativas (variaciones en el 
coeficiente de absorción molar o en la intensidad de fluorescencia) de los 
parámetros espectrales. Los métodos espectroscópicos son los más adecuados 
para la detección de estos complejos en disolución, teniendo en cuenta que la 
naturaleza de las fuerzas implicadas en su formación son débiles (Martín y col., 
1985). 
2.8.1. Métodos de detección de complejos sólidos 
2.8.1.1. Difracción de rayos-x  
Constituye la metodología más apropiada para realizar el análisis de la 
estructura cristalina del complejo (Saenger, 1984). Estas técnicas no son útiles en 
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análisis de rutina, debido a las dificultades que entraña la preparación de la 
muestra y a la infraestructura necesaria para realizar los análisis. No obstante, 
los diagramas de difracción son una prueba concluyente para demostrar la 
inclusión, ya que el difractograma del complejo es diferente al que se obtiene 
tras superponer los difractogramas de la molécula encapsulada y el de las CDs 
aisladas.  
2.8.1.2. Espectroscopía de resonancia magnética nuclear 
La espectroscopia de RMN de 13C aplicada a sólidos, es una técnica que 
permite el estudio de las propiedades dinámicas de los complejos de inclusión 
en estado sólido (Saitô y col., 1982), a diferencia de la difractometría de rayos-X 
que suministra información de las propiedades estáticas. Las variaciones en el 
valor del desplazamiento químico para los átomos C1 y C4 de la CDs se 
relacionan con los cambios de conformación que se producen debido a la 
formación de complejos de inclusión (Inane y col., 1986).  
2.8.1.3. Espectroscopía de absorción infrarroja  
En el espectro de absorción (IR), se pueden apreciar desplazamientos de 
aproximadamente 40 cm en las bandas de absorción de las moléculas 
huéspedes, tras la formación del complejo de inclusión. Por ejemplo, las bandas 
de tensión correspondientes a la absorción del carbonilo y a los -OH, se 
desplazan debido a que en la formación de complejos de inclusión se rompen 
los puentes de hidrógeno intermoleculares, y las moléculas quedan aisladas en 
el interior de la cavidad. Estos hechos se han demostrado para el ácido, 
benzoico y el ácido salicílico (Nakai y col., 1980). No obstante, la espectroscopia 
IR no constituye una prueba concluyente en sí misma ya que muchas de las 
alteraciones espectrales quedan enmascaradas por el espectro de absorción IR 
de las CDs. 
2.8.1.4. Espectroscopía Raman 
Esta técnica es complementaria del IR y la información que aporta es 
semejante. Las bandas se desplazan y se modifican como consecuencia del 
proceso de inclusión. Probablemente, la espectroscopia Raman resulta de 
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mayor utilidad en el caso de complejos en medios líquidos, donde la presencia 
de soluciones acuosas no supone un obstáculo, como ocurre en el caso de la 
espectroscopia IR (Rao y col., 2006). 
2.8.1.5. Métodos térmicos 
Las distintas técnicas que se engloban bajo el nombre de métodos 
térmicos son muy apropiadas para la investigación de complejos de inclusión 
en estado sólido, o bien de complejos formados en medios líquidos pero 
aislados y cristalizados para hacer posible su estudio. Los métodos térmicos 
más utilizados son: calorimetría diferencial de barrido (DSC), análisis térmico 
diferencial (DTA), termogravimetría (TG) y termogravimetría diferencial 
(OTGL). 
Cuando se produce la inclusión en la CD, el punto de fusión o ebullición 
de la molécula encapsulada se desplaza a temperaturas más elevadas, pudiendo 
desaparecer o bien, quedar enmascarado en torno a la temperatura de 
descomposición de las CDs (300°C). Este desplazamiento implica una mejora en 
las características de estabilidad de numerosos principios activos, especialmente 
en el caso de aceites y líquidos volátiles (Uekama, 1979).  
2.8.2. Métodos de detección de complejos en solución 
La mayoría de los métodos permiten la caracterización del complejo 
mediante el cálculo de su estequiometría y sus constantes de asociación. En 
general puede hablarse de estequiometría 1:1 para la mayoría de los complejos 
con CDs. Sin embargo, si la molécula huésped es demasiado grande para el 
tamaño de la cavidad, pueden producirse asociaciones de dos moléculas de CDs 
por cada molécula huésped. Si por el contrario la cavidad es lo suficientemente 
grande como para alojar a dos moléculas huésped, la estequiometría 
anteriormente citada se invierte. El cálculo de la constante de asociación que 
define la estabilidad del complejo, puede llevarse a cabo en virtud de la 
variación de alguna de las propiedades físicas o químicas de la molécula 
huésped al producirse la inclusión. Esta variación puede relacionarse con la 
concentración de CDs, lo que permite el cálculo de la constante de estabilidad.  
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2.8.2.1. Método de variación de la solubilidad  
Debido a que las moléculas quedan "envueltas" por las CDs que son 
hidrosolubles, se puede observar un incremento notable en la solubilidad de 
compuestos débilmente hidrosolubles. Aunque por regla general, el complejo es 
menos hidrosoluble que la CD sola, la solubilidad en agua de las moléculas 
hidrofóbicas se ve siempre notablemente mejorada y puede incrementarse 
desde un 10%, en el peor de los casos, hasta un 300% para los complejos más 
hidrosolubles (Lath y Chin, 1964).  
La elaboración de diagramas de fases sirve para calcular la KC y consiste en la 
saturación de analito de disoluciones acuosas con concentraciones crecientes de CDs. 
Estas disoluciones se mantienen a temperatura constante, hasta alcanzar el equilibrio 
y posteriormente son filtradas para eliminar el analito no disuelto. Se cuantifica la 
cantidad de analito presente en el filtrado de cada disolución y se representa frente a 




Figura I.20.: Tipos de diagramas de fases con CDs. 
 
Se han descrito diferentes tipos de diagramas de fases (Higuchi y Connors, 
1965), que se pueden agrupar en dos categorías, tipo A y tipo B, que a su vez se 
dividirán en otros subgrupos. En general, en los diagramas tipo A, el complejo 
formado tiene un límite de solubilidad muy alto y no precipita, mientras que los de 
Concentración ciclodextrinas (M) 
Analito disuelto 
(M) 
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tipo B describen la formación de un complejo poco soluble que precipita en las 
condiciones del experimento. Los diagramas tipo B se subdividen en dos grupos: tipo 
BS, que indica la presencia de complejos con una solubilidad limitada y tipo BI, que 
indica la presencia de complejos totalmente insolubles. Los diagramas tipo A se 
subdividen en tres grupos: tipo AL, la solubilidad del complejo aumenta de forma 
lineal conforme aumenta la concentración de CDs, tipo AP, isoterma de desviación 
positiva y tipo AN isoterma de desviación negativa (Figura I.20.). 
Los diagramas de tipo AL son de primer orden con respecto a la concentración 
de CDs (L) y pueden ser de primer orden o superior con respecto a la concentración 
de analito (S); por ejemplo: SL, S2L, S3L, …, SmL. Si la pendiente del sistema tipo AL es 
mayor que uno, indica que los complejos son de orden superior a uno para el analito. 
Una pendiente menor de uno no excluye necesariamente los complejos de orden 
superior, sino que se supone que los complejos son 1:1, en ausencia de otra 
información. El tipo AP sugiere la formación de complejos de orden superior a uno 
respecto a las CDs, es decir, SL2, SL3, …, SLn. La estequiometría del tipo AP se puede 
calcular al ajustar las curvas. Los diagramas de tipo AN son sistemas difíciles de 
interpretar. 
A menudo, las β-CDs, suelen presentar diagramas de fase tipo B, forman 
complejos insolubles, mientras que las CDs modificadas presentan diagramas de 
fases tipo A, ya que forman complejos altamente solubles. 
Estos sistemas de diagrama de fases, no solo permiten una evaluación 
cualitativa de los complejos de inclusión, sino que también permiten calcular la KC. 
Para complejos con estequiometría 1:1, la solubilidad del complejo se puede 
representar como:  
 
[ ]CDSSST −+= 0  
 
donde S0 es la solubilidad acuosa del analito en el medio de complejación. En este 
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donde la pendiente de la recta siempre será menor que la unidad. 
La KC para la formación de complejos [SmLn] puede ser representada por: 
 
[ ] [ ]nmT LSmSS −+= 0  
 
[ ] [ ] [ ]nmT LSunLL −+=  
Por otro lado, los valores de [SmLn], [Su] y [L] pueden ser obtenidos con las 
siguientes ecuaciones: 
[ ] 0SS =  
 






[ ] [ ] [ ]nmt LSnLL −=  
donde S0 es el producto de solubilidad de Su (en ausencia de CDs), [St] es la 
concentración total de Su (complejado y no complejado) y [L]t es la concentración 
total de CDs. 
2.8.2.2. Métodos cinéticos 
Las CDs aceleran determinadas reacciones gracias a un efecto catalítico 
(Breslow y col., 1980; Sojo y col., 1999), aunque a veces pueden ralentizarlas al 
proteger a los sustratos de especies reactivas externas tales como oxígeno 
(Uekama y col., 1983; Núñez-Delicado y col., 1999; Lucas-Abellán y col., 2008a) y luz 
ambiental (Uekama y col., 1978b), debido a la formación de complejos de 
inclusión. En resumen, podemos decir que modifican la constante de velocidad 
de reacción.  
Si representamos el proceso de inclusión y de reacción de acuerdo con el 
siguiente esquema:  
 
CDsPCDsSCDsS +→−→+  
 
el incremento o el descenso de la velocidad de reacción, será indicativo de la 
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de la cinética de Michaelis-Menten, puede calcularse la constante de formación 
del complejo KC. Este valor puede determinarse igualmente mediante las 
representaciones gráficas de Lineweaver-Burk. Los métodos cinéticos permiten 
el cálculo de las constantes de formación del complejo en el caso de moléculas 
químicamente lábiles a las que no se les pueden aplicar otras metodologías 
(Uekama y col., 1978a).  
2.8.2.3. Métodos instrumentales 
Con el rápido y creciente desarrollo que las técnicas instrumentales han 
experimentado en los últimos años, constituyen la metodología más utilizada 
para la detección de complejos de inclusión así como para el cálculo de las 
constantes de asociación de los mismos, abarcando desde las más versátiles y 
más utilizadas, como la espectroscopia de absorción UV-VIS, hasta las más 
sofisticadas como la de resonancia magnética nuclear. 
2.8.2.3.1. Espectroscopía de absorción UV-VIS 
Constituye, junto con el dicroísmo circular (DC), una de las técnicas 
instrumentales más utilizadas en la detección de complejos de inclusión con 
CDs. Su utilidad reside en el hecho de que es una técnica versátil, de muy 
sencillo manejo, al tiempo que precisa, por lo que proporciona datos de gran 
fiabilidad en el cálculo de la K. Es una técnica de amplia aplicación ya que la 
mayoría de las moléculas orgánicas absorben en la región UV o visible del 
espectro, experimentando variaciones en las posiciones de los máximos de 
absorción (cualitativas) o en el valor del coeficiente de absorción molar 
(cuantitativas), tras la formación del complejo con CDs. Asimismo, ha de 
considerarse que numerosas moléculas orgánicas son débilmente solubles en 
agua, por lo cual, al no dar lugar a soluciones homogéneas, son difícilmente 
analizables por esta espectrofotometría. Sin embargo, la inclusión conlleva la 
solubilización, lo cual permite obtener el espectro de absorción en solución 
acuosa, pudiéndose producir variaciones en su espectro comparables a las que 
se observarían al disolver la molécula en solventes de baja polaridad, con 
respecto a otros solventes más polares (Basan, 2001).  
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Debido a la formación del complejo, los desplazamientos de los máximos 
de absorción son semejantes a los observados al transferir la molécula de un 
solvente de mayor polaridad, a otro de menor polaridad y pueden explicarse 
por la protección parcial que proporciona la cavidad de la CD a los electrones 
excitables.  
2.8.2.3.2. Espectroscopía de luminiscencia  
Las espectroscopías de luminiscencia molecular, en sus vertientes de 
fluorimetría y fosforimetría (Benesi y Hildebrand, 1949; Scatchard, 1949), son 
técnicas de gran utilidad en el estudio de los complejos de inclusión, 
fundamentalmente debido a su extrema sensibilidad. Esta característica, las 
hace apropiadas para estudiar los cambios conformacionales que se producen 
en las moléculas al pasar del estado fundamental al excitado, así como para 
profundizar en la geometría de los complejos de inclusión. 
La detección del complejo puede establecerse en función de los cambios 
espectrales observados, tanto en el espectro de excitación como en el de 
emisión, en la mejora o incremento de la intensidad de la luminiscencia, el 
rendimiento cuántico, las variaciones en los tiempos de vida de los estados 
excitados, la imposibilidad o mejora en los procesos de formación de 
excímeros, así como por las modificaciones cuantitativas acaecidas en los 
procesos de amortiguación de fluorescencia y transferencia de energía.  
Si bien el empleo de CDs ha permitido observar fosforescencia a 
temperatura ambiente, lo cual conlleva un cambio cualitativo o cuantitativo 
muy importante (Hurtubise, 1990), la espectrofluorimetría se utiliza con mayor 
frecuencia en la detección de complejos de inclusión debido a su sensibilidad y 
mayor versatilidad, por lo que en general hablaremos de mejora en la 
fluorescencia y de determinaciones espectrofluorimétricas, más que de 
espectrofosforimetría.  
2.8.2.3.3. Dicroísmo circular 
El dicroísmo circular permite la detección de complejos de inclusión con 
CDs en solución acuosa. La formación de complejos de inclusión induce actividad 
óptica en compuestos que no la poseen, debido al proceso de inclusión en sí y a 
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los cambios conformacionales que se producen en la cavidad de la CD. El signo 
de la actividad rotatoria o efecto Cotton inducido, depende de la relación espacial 
entre el centro de simetría y el cromóforo perturbado. La intensidad del efecto 
depende de la rigidez del complejo formado.  
2.8.2.3.4. Espectroscopía de resonancia magnética nuclear 
La espectroscopía de resonancia magnética nuclear (RMN), proporciona 
información muy valiosa acerca de la formación de complejos de inclusión con 
CDs, debido a que el estudio de los espectros de RMN permite esclarecer las 
relaciones geométricas y la disposición de la molécula huésped en el interior de 
la cavidad de las CDs, así como las características dinámicas de los complejos en 
solución acuosa, a partir de las variaciones en el valor del desplazamiento 
químico y de las constantes de acoplamiento (Harabagiu y col., 2004).  
Aunque se pueden realizar distintos tipos de RMN, los más difundidos 
son de 15N, 1H y 13C. La 'H-RMN permite la obtención de espectros en solución 
acuosa deuterada. Puesto que la mayoría de los complejos con CDs se estudian 
en agua, es la más aplicada. Sin embargo, por regla general, los complejos con 
CDs presentan una solubilidad en D2O muy baja, lo que dificulta la obtención 
de los mismos al tener que trabajar a bajas concentraciones de CDs. Por el 
contrario, la 13C-RMN permite la obtención de los espectros en agua donde la 
solubilidad es mayor, pero dado que es menos sensible, necesitan emplearse 
concentraciones más elevadas de CDs y complejo.  
El empleo de otros disolventes orgánicos deuterados puede alterar y 
descomponer el complejo. El DMSO o el dioxano, parecen ser los más 
apropiados debido a su elevada polaridad, a la vez que contribuyen a mantener 
la estabilidad del complejo. 
La detección de complejos de inclusión mediante esta técnica, se basa en 
las variaciones en el valor del desplazamiento químico de los protones (δ) de las 
CDs o de la molécula complejada.  
2.8.2.3.5. Espectroscopía de resonancia de espín electrónico 
Esta técnica resulta de gran utilidad para el estudio de las propiedades de 
un gran número de complejos en solución. Sin embargo, presenta el 
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inconveniente de que las moléculas que se estudian deben ser paramagnéticas 
(generalmente radicales libres) o bien hallarse marcadas con "marcadores de 
espín". No obstante, puesto que las CDs tienen una gran utilidad en catálisis, se 
han utilizado para detectar la presencia de ciertos radicales libres que se forman 
en el curso de estas reacciones. Las constantes de acoplamiento son muy 
sensibles a los cambios en la polaridad del entorno, por lo que su variación 
puede utilizarse igualmente para detectar el proceso de inclusión (Karoui y 
Tordo, 2004).  
2.8.2.3.6. Métodos voltamétricos 
Los métodos voltamétricos son útiles para verificar la inclusión de 
sustancias electroactivas en el interior de la cavidad de las CDs, ya que la 
formación de complejos conlleva la modificación de los potenciales redox de 
los sustratos que se van a incluir (Olea-Azar y col., 2008).  
2.8.2.3.7. Conductimetría 
La formación de complejos de inclusión de moléculas ionizables puede 
estudiarse por conductimetría ya que la conductancia equivalente de las 
moléculas huésped disminuye con la complejación, debido al incremento en el 
diámetro del anión. De esta forma se han podido calcular las constantes de 
estabilidad de los complejos de iones de gran tamaño, como el dodecil sulfato 
sódico (SDS) y el bromuro de trimetílcetilamonio con CDs (Trayler, 1988). 
2.8.2.3.8. Cromatografía 
La formación de complejos de inclusión con CDs solubles en la fase móvil 
que se emplea en un proceso de separación cromatográfica, altera los valores del 
tiempo de retención. Así pues, cuando en cromatografía líquida se añaden CDs a 
la fase móvil, los tiempos de retención se acortan, dependiendo del valor de la 
constante de asociación del complejo (Hioki, 1977). En consecuencia, estudiando 
la variación en el valor del tiempo de retención con respecto a la concentración de 
CDs puede calcularse el valor de la KC de los complejos (Barr y Spach, 1978; 
Uekama y col., 1978b). La modificación de estos parámetros cromatográficos se 
ha empleado con fines analíticos (Muñoz de la Peña y col., 1991).  
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2.9. APLICACIONES DE LAS CDS 
Cada molécula de analito es complejada por una molécula de CDs 
produciendo una microencapsulación desde el punto de vista microscópico. Esto 
puede producir cambios en las propiedades químicas y físicas de la molécula 
huésped, como pueden ser: 
• Estabilización de moléculas sensibles a la oxidación en presencia de 
oxígeno y luz. 
• Modificación de la reactividad química. 
• Fijación de moléculas altamente volátiles. 
• Aumento de la solubilidad. 
• Transformación de sustancias líquidas en polvo. 
• Protección frente a la degradación por microorganismos. 
• Enmascaramiento de malos olores y sabores. 
• Enmascaramiento de pigmentos o colores. 
Estas características de las CDs, hacen que sean adecuadas para su aplicación 
en diferentes campos como: química analítica, agricultura, farmacia, industria 
alimentaria y cosmética (Singh y col., 2002). 
2.9.1. Cosmética y aseo personal 
Las CDs se utilizan en la preparación de cosméticos y fragancias, 
principalmente para la protección de aromas en la fabricación de ambientadores y 
detergentes. En este sector, el empleo de CDs está ampliamente extendido, ya que 
estabilizan los compuestos de interés, permiten el control de olores desagradables y 
mejoran la conversión de un ingrediente líquido en sólido. Estas aplicaciones se están 
llevando a cabo en pastas de dientes, cremas sólidas y líquidas para la piel, 
suavizantes para la ropa, toallitas de papel, tejidos y desodorantes, protección de 
aromas y sabores en barras de labios, aumento de la solubilidad de sustancias en 
agua y una mayor estabilidad térmica de los aceites. 
Las CDs interaccionan con los compuestos volátiles creando una barrera 
energética para vencer la volatilización, produciendo fragancias de larga duración 
(Prasad y col., 1999). En la preparación de productos de baño, las CDs regulan la 
salida de la fragancia al formar complejos de inclusión con éstas y con fosfato de 
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calcio (Tatsuya, 1999). En 1999 Holland y col., prepararon composiciones (en 
cosmética) que contenían CDs para prolongar la duración de la fragancia, pero las 
CDs también se utilizan para secuestrar y así reducir los olores corporales (Trinh y 
col., 1999).  
El uso de CDs como agentes complejantes en la elaboración de polvos de talco, 
se realiza con el fin de estabilizar las fragancias reduciendo las mermas por 
evaporación u oxidación, mejorando también la eficacia antimicrobiana (Hedges, 
1998).  
El polvo seco de CDs, con un tamaño de partícula inferior a 12 mm, se utiliza 
para el control de olores en pañales, productos menstruales, toallitas de papel y 
preparaciones para el cuidado del cabello con el fin de proteger los mercaheptanos 
volátiles. Las HP-β-CDs son el tipo de CDs que proporcionan una mayor protección 
antimicrobiana (Woo y col., 1999).  
Las CDs también se utilizan en detergentes de lavavajillas y de ropa para 
enmascarar los olores en el punto de lavado (Foley y col., 2000; Angell y France, 
2001). 
Las CDs se han empleado en pasta de dientes a base de sílice para aumentar 
casi tres veces la disponibilidad de triclosán (agente antimicrobiano) (Loftsson y col., 
1999). También se utilizan en la preparación de lociones de protección solar en una 
proporción 1:1 (pantalla solar/HP-β-CDs). De forma similar las CDs se utilizan en los 
autobronceadores y cremas para estabilizar la emulsión y mejorar su aplicación, de 
tal forma que mejora el bronceado haciéndolo más natural que los tintes amarillos o 
rojizos fruto del empleo de los productos tradicionales a base de dihidroxicetona 
tradicional (Scalia y col., 1999). 
2.9.2. Industria alimentaria 
En la industria alimentaria, las CDs se han utilizado como agentes 
complejantes de vitaminas, colorantes alimentarios y aromas (Loftsson y Brewster, 
1996; Buschmann y Schollmayer, 2002; Szejtli, 1998). También se han usado para la 
protección del flavor en los alimentos durante el procesado y almacenamiento. Las 
CDs forman complejos de inclusión con grasas, flavores y aditivos alimentarios, 
protegiéndolos de su degradación u oxidación. Los flavores pueden ser volátiles, 
aceites o líquidos y su complejación con CDs constituye una alternativa a la 
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tecnología convencional de encapsulación usada para la protección de flavores 
(Reineccius y col., 2002, 2003, 2005; Reineccius y Risch, 1986). Las CDs también se han 
utilizado para retener compuestos en determinados procesos industriales, por 
ejemplo para eliminar colesterol en leches, mantequilla o huevos (Kwak y col., 2004; 














Figura I.21.: Complejo de inclusión colesterol-CDs. 
2.9.2.1. CDs como agentes atrapadores de flavores. 
La formación de complejos de inclusión con sabores, ofrece una protección 
efectiva de cada uno de los sabores que hay en un alimento. Esta encapsulación 
molecular, inhibe o excluye las interacciones moleculares entre los diferentes 
componentes naturales o sintéticos que dan sabor a los alimentos. 
2.9.2.2. CDs como agentes protectores frente a la oxidación por oxígeno 
Hay sabores o ingredientes alimentarios sensibles al oxígeno (ácidos grasos no 
saturados, colorantes, etc.) que al ser complejados con CDs, mejoran su estabilidad 
química. Este efecto fue descrito en 1987 por Szente y Szejtli, que midieron el 
consumo de O2 para registrar su efecto sobre ingredientes libres o complejados. Los 
resultados de estos experimentos y otros posteriores mostraron que la complejación 
con CDs impide casi totalmente las alteraciones químicas del sabor debido a la 
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presencia de oxígeno, incluso cuando se almacena el alimento en atmósferas de 
oxígeno puro (Szente y Szejtli 1987, 2004). 
2.9.2.3. CDs como agentes protectores frente a la luz 
Numerosos componentes de los alimentos son sensibles a la luz, como es el 
caso del citral (componente responsable del olor a cítricos frescos). Este compuesto, 
en presencia de luz UV se transforma en fotocitral A y fotocitral B. Estos dos 
metabolitos le confieren al alimento un aroma y sabor no deseados. Cuando el citral 
es complejado con β-CDs, no se observan productos de descomposición en las 6 
primeras horas de exposición del alimento a la luz (Szejtli y col., 1979). Resultados 
similares se obtuvieron al complejar el cinamaldehído con β-CDs, estabilizándolo 
frente a la luz UV (Szente y Szejtli 1987, 2004). 
2.9.2.4. CDs como agentes protectores frente a la temperatura 
Los complejos formados con sabores volátiles o aceites esenciales, en estado 
sólido, poseen una notable resistencia al calor, de hecho al comparar con las 
formulaciones tradicionales, la retención de dicho sabor en el alimento mejora 
mediante el empleo de CDs. Este hecho, se ha puesto de manifiesto en diferentes 
trabajos, demostrando que la complejación de aceites esenciales naturales con CDs 
ejerce un efecto protector frente a la evaporación, evitando que se volatilicen durante 
el procesado del alimento (Szente y Szejtli 1987, 2004). 
2.9.2.5. CDs para mejorar la vida útil de los alimentos 
Según las afirmaciones anteriores, bajo condiciones no extremas de 
temperatura y humedad relativa (25 ºC y 60%), cabe esperar que durante el 
almacenamiento se alargue la vida media de los sabores complejados con CDs en los 
alimentos (Szente y Szejtli 1987, 2004). 
En un estudio llevado a cabo con doce sabores diferentes (naturales y 
sintéticos) complejados en β-CDs y almacenados en condiciones no extremas de 
temperatura y humedad relativa durante 14 años, se demostró, tras analizar cada año 
las muestras por cromatografía de gases, que la encapsulación molecular de dichos 
compuestos concentrados con CDs, mejorando notablemente su estabilidad durante 
el almacenamiento a largo plazo (Szente y Szejtli 1987, 2004). El poder de 
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conservación de las β-CDs depende de la estructura, polaridad y geometría del sabor 
encapsulado, mostrando una protección más eficaz con terpenoides y propanoides 
que con sabores de estructura fenólica. 
2.9.2.6. Aplicaciones de las CDs vacías 
Las CDs pueden ser utilizadas para estabilizar emulsiones de aceite en agua, 
como mayonesa y aderezos de ensaladas. Los colorantes naturales de salsa de tomate 
pueden ser estabilizados mediante la adición de 0.2% de β-CDs, no alterándose el 
color al elevar la temperatura a 100 ºC durante 2 h (Kawashima, 1980). En productos 
cárnicos transformados, las CDs mejoran la retención de agua y la textura del 
alimento (Ota y Takeda, 1981). 
También pueden ser utilizadas para prevenir el pardeamiento en alimentos 
mínimamente procesados. (Núñez-Delicado y col., 2005).  
La gelatinización es una característica importante de almidones y los alimentos 
que lo contengan, como las harinas. La presencia de β-CDs modifica 
considerablemente la gelatinización de la harina de trigo (Kim y Hill, 1984). La 
presencia del 1.5% de β-CDs aumenta el poder de hinchamiento y la solubilidad de 
los gránulos de almidón de trigo y especialmente la lixiviación de la fracción de 
amilosa, aumentando en un factor de 4, la viscosidad de estas pastas. Esto puede ser 
debido a que las CDs desestabilizan los complejos almidón-lípidos, ya que al utilizar 
harinas deslipidadas el efecto de las CDs se vio sensiblemente reducido.  
Las CDs también se pueden utilizar para enmascarar sabores no deseados. Es 
importante tener en cuenta que la cantidad de compuesto complejado que se libera al 
medio acuoso en una disolución, depende de diferentes factores, como la 
temperatura, la constante de comlejación y las concentraciones relativas de ambos 
componentes. En disoluciones concentradas y a baja temperatura, el equilibrio se 
desplaza hacia la complejación, mientras que en disoluciones más diluidas y a mayor 
temperatura, el equilibrio se desplaza hacia la liberación del compuesto encapsulado. 
Por este motivo, cuando los complejos flavor-CDs entran en contacto con las papilas 
gustativas en el interior de la boca, se comportan como una disolución diluida a 37 
ºC, liberando fácilmente su sabor y aroma. Para intentar eliminar los compuestos 
fenólicos responsables del sabor amargo del café y el té, que se forman debido a las 
altas temperaturas alcanzadas en los procesos de elaboración de dichos alimentos (90 
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ºC durante varias horas), se adicionaron β-CDs al 0.1% a dichas bebidas, 
obteniéndose resultados favorables cuando se evaluaron mediante análisis sensorial 
(Yu, 1988), resultados que no se han podido reproducir posteriormente. Sin embargo, 
trabajando a temperaturas menores y a mayor concentración de CDs si se pueden 
enmascarar sabores y olores desagradables por complejación (Szente y Szejtli 1987, 
2004). 
El hidrolizado de caseínas de leche es un extracto proteico fácilmente digerible, 
pero tiene un desagradable sabor amargo que limita su uso. Mediante la adicción del 
10% de β-CDs, el sabor amargo puede ser enmascarado (Specht y col., 1981), 
ampliando así el uso alimentario que se le puede dar a dichas proteínas. De forma 
similar se puede eliminar el sabor amargo del extracto de ginseng, ya que el 
propilenglicol puede ser eliminado usando β-CDs (Akiyama y Miyao, 1979). 
Los olores característicos de cordero y pescado, de harinas de hueso (usado 
como suplemento de calcio en los forrajes de los animales) o de solución de caseinato 
de sodio, pueden ser eliminados mediante el uso de CDs. También se pueden obtener 
productos derivados de soja (lecitina de soja), libres de olor a grasa y sabor 
astringente, para uso en alimentación (Hatae y Nakajima, 1986). 
El sabor amargo de zumos de uva o mandarina también disminuye 
sensiblemente al añadir el 0.3% de β-CDs antes del tratamiento térmico. Esto es 
debido a que naringina y limonina (compuestos responsables del sabor amargo) 
forman complejos estables con β-CDs, lo que reduce el amargor del zumo (Shaw y 
Wilson, 1983). 
Las CDs también se pueden utilizar para secuestrar determinados 
componentes de los alimentos. En el caso de la elaboración de café soluble, la 
extracción acuosa del café tostado en presencia de CDs, para su posterior secado por 
spray-drying o freeze-drying, genera un café soluble que conserva mejor los 
compuestos volátiles exhibiendo un mejor aroma que el elaborado en ausencia de 
CDs (Wagner y col., 1988). También se ha probado el uso de CDs para eliminar la 
cafeína del café, pero no es un proceso muy efectivo (elimina 4-26%), comparado con 
el uso de carbón vegetal que consigue eliminar el 77%. Sin embargo, el empleo de 
polímeros de β-CDs sí es efectivo para eliminar el ácido clorogénico (70%, casi como 
el carbón vegetal que elimina el 71%) (Ujhazy y Szejtli, 1989). 
También se han utilizado las β-CDs para elaborar mantequilla baja en 
colesterol, que se comercializada en Bélgica, con el nombre de BaladeTM, desde 1992 
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(Comini y Mentink, 1991). Para conseguirlo, se mezcla la mantequilla con β-CDs, que 
forman complejos estables con el colesterol, siendo fácilmente extraíbles en la fusión 
de la mantequilla. Esta técnica de eliminación del colesterol también ha sido aplicada 
con éxito en la leche a emplear posteriormente en la elaboración de mantequilla, 
consiguiendo eliminar más del 90% del colesterol de forma sencilla. Tras este 
tratamiento la mantequilla fabricada no contiene CDs. Con esta tecnología también se 
han elaborado quesos, cremas e incluso huevos bajos en colesterol (Szente y Szejtli 
1987, 2004). 
2.9.2.7. Aplicaciones especiales de las CDs en alimentos 
Una de las aplicaciones más interesantes y desafiantes de las CDs es su uso en 
envases activos. Las CDs vacías o los complejos CDs-agente antimicrobiano y 
antioxidante incorporados en las películas de plásticos para el envasado de alimentos, 
reduce eficazmente la pérdidas de sustancias aromáticas y alargan la vida útil del 
producto. Así, se ha descrito que la adicción a pasta de pescado al 0.1% de complejos 
yodo-CDs inhibe la putrefacción durante dos meses a 20 ºC (Hara y Hashimoto, 
2002). También se ha comprobado que la incorporación de complejos CDs-fungicida a 
films utilizados para el envasado de quesos, inhiben el crecimiento rápido de hongos 
en la superficie del queso, alargando así la vida útil del producto (Karatsu, 1992).  
2.9.3. Industria farmacéutica 
Los fármacos deben tener un cierto nivel de solubilidad en agua para poder 
llegar a las membranas celulares, pero también han de ser lo suficientemente 
hidrofóbicos para poder atravesarlas. 
Una de las propiedades de las CDs es su capacidad para mejorar la absorción 
de fármacos a través de las membranas biológicas. Las CDs son relativamente 
grandes y poseen una superficie exterior hidrofílica, por lo que en condiciones 
normales atravesarán las membranas celulares con dificultad (Frömming y Szejtli, 
1994, Rajewski y Stella, 1996). Se ha demostrado que las CDs actúan como portadores 
de fármacos aumentando su solubilidad y transportándolos hasta la superficie de las 
membranas celulares de tejidos como la piel, la mucosa o la cornea del ojo. Las CDs 
no atraviesan las membranas celulares, actuando por tanto, como vehículos 
moleculares y potenciadores de la penetración, al aumentar la disponibilidad del 
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fármaco en la superficie de la membrana. Se han utilizado con éxito en formulaciones 
acuosas cutáneas (Uekama y col., 1992), en soluciones acuosas de enjuague bucal 
(Kristmundsdóttir y col 1996), sistemas de administración nasal de drogas (Kublik y 
col., 1996) y en soluciones oculares (Lofsson y Stefánsson, 1997; van Dorne, 1993; 
Jarho y col., 1996). 
La mayoría de los fármacos no tienen suficiente solubilidad en agua y los 
sistemas tradicionales para su formulación incluyen una combinación de disolventes 
orgánicos, surfactantes y condiciones extremas de pH, que suele causar irritación u 
otras reacciones adversas. Las CDs no son irritantes y ofrecen ventajas adicionales 
tales como: la estabilización de los compuestos activos, reducción de su volatilidad y 
capacidad de enmascarar sabores amargos o irritantes y malos olores de los fármacos 
(Szetjli, 1998; Hedges, 1998; Irie y Uekama, 1999; Zhao y col., 1995).  
Hay numerosas aplicaciones de CDs en el ámbito de los productos 
farmacéuticos. Por ejemplo, la adición de α- o β-CDs para aumentar la solubilidad en 
agua de varias sustancias poco solubles. En algunos casos esto se traduce en una 
mejor biodisponibilidad, aumentando el efecto farmacológico que permite una 
reducción de la dosis a administrar. 
Los complejos de inclusión también facilitan la utilización de productos 
volátiles, pudiendo administrarlos en comprimidos. Las CDs se utilizan para mejorar 
la estabilidad de los fármacos para aumentar su resistencia a la hidrólisis, oxidación, 
calor, luz y metales. La inclusión de productos irritantes en CDs, también puede 
proteger la mucosa gástrica por vía oral, y reducir el daño de la piel por vía cutánea.  
Las CDs son muy resistentes a las enzimas que degradan el almidón, aunque 
pueden ser degradadas en tasas muy bajas por las α-amilasas. Las CDs no pueden ser 
degradadas por las amilasas salivares y pancreáticas pero si por las α-amilasas de los 
microorganismos del colon. Algunos estudios han demostrado que solo el 2-4% de las 
CDs se pueden absorber por el intestino delgado y el resto son degradadas por los 
microorganismos del colon, obteniéndose glucosas como subproducto de la 
degradación. Esto explica su baja toxicidad en administración oral (Szetjli, 1998). 
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2.9.4. Agricultura e industria química 
Las CDs forman complejos con una amplia variedad de productos químicos 
agrícolas, incluidos herbicidas, insecticidas, fungicidas, repelentes, feromonas y 
reguladores del crecimiento (Lucas-Abellán y col., 2008b). 
En la industria química, las CDs son ampliamente utilizadas para la separación 
de isómeros y enantiómeros, catalizar reacciones y ayudar en los diversos procesos de 
descontaminación de materiales de desecho. En la separación de enantiómeros por 
cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) o cromatografía de gases (GC), se 
utilizan columnas cuya fase estacionaria contiene CDs nativas o modificadas 
inmovilizadas. 
La CDs, además de modificarse para la reacciones de catálisis también se 
modifican para reacciones de hidrólisis selectiva y en la hidroximetilación de fenoles. 
Estas modificaciones químicas de las CDs, les confiere una gran actividad catalítica, 
ya que aumentan la velocidad de reacción en la conversión de ácido fenilpirúvico a 
fenilalanina (Atwood, 1990). 
Las CDs también desempeñan un papel importante en los procesos 
biocatalíticos debido al aumento de la enantioselectividad. Así, tras la formación de 
complejos de inclusión con una molécula proquiral, el ataque preferencial por los 
reactivos tiene lugar sólo en una de las caras enantioselectivas, dando una mayor 
enantioselectividad. 
En 1991 Kamal y col. demostraron que la hidrólisis de ésteres de arilpropiónico 
racémico por la enzima transportadora de albúmina de suero bovino, tenía una 
enantioselectividad baja (50-81%), mientras que con β-CDs no solo mejoraba la 
enantioselectividad (80-99%) sino que también se mejoró la tasa de hidrólisis. 
Las CDs se pueden utilizar en la protección del medio ambiente, solubilizando 
contaminantes orgánicos y metales pesados, para su eliminación de suelos, agua y 
atmósfera (Gao y Wang, 1998). Las aguas residuales que contienen compuestos 
aromáticos ecológicamente inaceptables, como fenol, p-clorofenol y benceno; tras ser 
tratadas con β-CDs reducen considerablemente los niveles de estos hidrocarburos 
aromáticos respecto de sus niveles iniciales. 
También se han utilizado para aumentar la solubilidad de tres tipos de 
fungicidas (tiabendazol, carbendazima y fuberidazol), para que estén más disponibles 
en el suelo. Por otra parte, también aumentan la solubilidad de los hidrocarburos, 
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pudiendo ser utilizadas en biodegradación y biorremediación. Las β-CDs aceleran la 
degradación de todos los tipos de hidrocarburos que influyen en la cinética de 
crecimiento, produciendo un aumento de la biomasa y una mejor utilización de los 
hidrocarburos como fuente de carbono y energía. El bajo coste de las β-CDs, hace 
posible su utilización para estos fines (Bardi y col., 2000). 
2.10. REGULACIÓN DE LAS CDS 
En la actualidad, no existe armonización con respecto el empleo de CDs en los 
alimentos, ya que varía entre distintos países. En EEUU, α-, β- y γ-CDs están 
consideradas como GRAS (lista de la FDA de los aditivos alimentarios que son 
"generalmente reconocidos como seguros") y pueden ser comercializadas como tal. 
En Japón, α-, β- y γ-CDs son reconocidos como productos naturales y su 
comercialización en el sector de la alimentación está limitada por consideraciones de 
pureza. En Australia y Nueva Zelanda α- y γ-CDs están clasificados como nuevos 
alimentos a partir de 2004 y 2003, respectivamente (Cravotto y col., 2006).  
FAO/OMS a través del Comité de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) 
recomienda un consumo máximo de β-CDs en alimentos de 500 mg/kg/día. Para α-y 
γ-CDs no se ha establecido la ingesta diaria admisible (IDA). Por otra parte, en julio 
de 2005 la Agencia de Protección Ambiental (EPA) de EEUU, acabó con la necesidad 
de establecer un nivel máximo admisible de residuos de α-, β- y γ-CDs en diversos 
productos alimenticios (EE.UU. Federal Register, 2005) (Astray y col., 2009). En 
Europa, están aprobadas α-, β- y γ-CDs como ingredientes alimentarios, y por lo 
tanto, deberán figurar en la lista de ingredientes alimentarios en los alimentos que las 
contengan (Diario oficial de la Unión Europea 5.6.2008). 
3. FLAVONOIDES Y CICLODEXTRINAS 
En la actualidad, encontramos estudios sobre la complejación de flavonoides 
en CDs, llevados a cabo por cromatografía en capa fina, dicroísmo circular, 
espectroscopía de absorción, UV-VIS, RMN y fluorescencia (Crupi y col., 2007; Jullian 
y col., 2007; Cannavà y col., 2010; Stancanelli y col., 2008). Estos estudios han 
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demostrado que las propiedades físico-químicas de los flavonoides cambian al ser 
complejados en CDs, dando lugar a un aumento en la solubilidad, a una mejora en su 
estabilidad frente al aire y la luz, modificaciones en su espectro UV-VIS o de 
fluorescencia y en su reactividad química. 
Entre los estudios sobre la complejación de flavonoides y CDs encontramos a 
quercetina y catequina (Figura I.22.) como los flavonoides más estudiados con 
diferentes tipos de CDs (Lucas-Abellán y col., 2008a; Borghetti y col., 2009; Calabrò y 
col., 2004; Wang y col., 2009; Dias y col., 2008; Yan y col., 2007). También encontramos 
estudios de isoflavonas (genisteína y daidzeína) con γ-, β- y HP-β-CDs. (Daruházi y 
col., 2008; Stancanelli y col., 2007) y flavanonas como hesperetina y naringenina C 


















Figura I.22.: Complejo de inclusión catequina-CDs. 
 
Los valores de KC entre flavonoide-CDs pueden variar en función del pH del 
medio (Lucas-Abellán y col., 2008a; Wang y col., 2009; Tommasini y col., 2004a). 
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4. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE 
El estudio de la capacidad antioxidante en productos alimenticios se ha llevado 
a cabo mediante numerosos ensayos in vitro. 
Las especies de oxígeno (ROS) se comportan como agentes oxidantes, ya que 
son muy reactivas y bastante inestables. Las ROS pueden tener en nuestro organismo 
un origen endógeno, relacionado con el metabolismo del oxígeno y con distintas 
reacciones de defensa de nuestro sistema inmunológico, o pueden provenir de 
fuentes externas como el tabaco, la contaminación, dietas desequilibradas, ejercicio 
intenso, la radiación ultravioleta, el ozono o ciertos medicamentos. Nuestro 
organismo dispone de mecanismos de defensa antioxidante frente a ROS que 
comprenden sistemas enzimáticos y no enzimáticos (Halliwell y Gutteridge, 1990). 
Ciertas enzimas, como superóxido dismutasa, catalasa, glutatión peroxidasa o 
glutatión reductasa, neutralizan estas especies. 
Los sistemas defensivos no enzimáticos abarcan una serie de compuestos 
antioxidantes como albúmina, ceruloplasmina, transferrina, glutatión, bilirrubina, 
ácido úrico, ubiquinona o melatonina. En ciertas situaciones extremas, estas defensas 
no son suficientes y las especies reactivas producen daño oxidativo, tanto en 
biomoléculas como en componentes celulares (Sies, 1991; Halliwell, 1996). 
El daño o estrés oxidativo se define como un estado de la célula en el cual se 
encuentra alterada la homeostasis óxido-reducción intracelular, es decir, se da una 
situación en la que aumenta la velocidad de generación de ROS y una disminución en 
los mecanismos de defensa. En esta situación de estrés oxidativo, se manifiestan las 
lesiones que producen lo radicales libres al reaccionar con lípidos, proteínas, 
carbohidratos, ADN y componentes de la matriz extracelular, desencadenando un 
daño irreversible que puede llevar incluso a la muerte celular. Por ello, este fenómeno 
se relaciona con el origen y desarrollo de ciertas enfermedades multifactoriales de 
carácter crónico, como la oxidación de las LDL y la enfermedad cardiovascular 
(Berliner y Heinecke, 1996); el daño oxidativo al ADN y el cáncer (Bagchi y col., 2000; 
Diplock y col 1998); la oxidación de las proteínas de las lentes oculares y la alteración 
de la visión (Dean y col., 1997; Taylor, 1993). 
La ingesta de alimentos ricos en sustancias antioxidantes como vitaminas C y 
E, carotenoides o compuestos fenólicos, previene o disminuye el desarrollo de estas 
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enfermedades (Gerster, 1995; Park y col., 2003; Le Core y col., 2004; Jampol y Ferris, 
2001). En consecuencia, se ha hipotetizado que una dieta rica en fruta y verdura 
puede aumentar la defensa antioxidante del organismo contrarrestando la 
producción de radicales libres, minimizando el daño oxidativo y el riesgo de contraer 
enfermedades. 
Los compuestos fenólicos son sustancias orgánicas ampliamente distribuidas 
en el reino vegetal, cuya estructura química es propicia para secuestrar radicales 
libres, debido a la facilidad con la que el átomo de hidrógeno del grupo hidroxilo 
aromático puede ser donado a la especie radical, y a la estabilidad de la estructura 












Figura I.23.: Acción de los compuestos fenólicos frente a los radicales libres 
 









El fundamento de todos ellos se basa en determinar cómo un agente oxidante 
induce daño oxidativo a un sustrato oxidable, daño que es inhibido o reducido en 
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presencia de un antioxidante. Esta inhibición es directamente proporcional a la 
actividad antioxidante del compuesto o la muestra.  
Los métodos más aplicados son ABTS y DPPH (Arnao y col., 1999; Cao y Prior., 
2001). Ambos presentan una excelente estabilidad en ciertas condiciones, aunque 
también muestran diferencias. El DPPH es un radical libre que no necesita 
preparación previa, mientras que el ABTS tiene que ser generado tras una reacción 
que puede ser química (dióxido de manganeso, persulfato potasio) (Arnao, 1999), 
enzimática (peroxidasa, mioglobina) o bien electroquímica. Usando ABTS se puede 
medir la actividad antioxidante de compuestos tanto de naturaleza hidrofílica como 
lipofílica, mientras que el DPPH, como solo puede disolverse en medio orgánico, se 
utiliza para medir la capacidad antioxidante de compuestos de naturaleza lipofílica 
(Arnao y col., 1999). El radical ABTS•+ tiene, además, la ventaja de que su espectro 
presenta máximos de absorbancia en medio alcohólico a 414, 654, 754 y 815 nm, lo 
que permite medir su desaparición a varias longitudes de onda, mientras que el 
DPPH presenta un solo pico de absorbancia a 515 nm. 
El método ORAC fue desarrollado por los investigadores de Nacional Institute 
on Aging del National Institute of Health de EE.UU. En el año 2007, el Departamento de 
Agricultura Estadounidense -United State Department of Agriculture (USDA)- emitió 
una lista sobre el valor ORAC de varios vegetales. Es el único método que combina 
en un solo valor el tiempo y velocidad de inhibición del daño oxidativo y aunque los 
expertos insisten en que no tiene suficiente evidencia científica, sí proporciona una 
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1. OBJETIVOS 
Como se describe en la sección anterior (Capítulo I), los compuestos fenólicos, 
entre ellos los flavonoles, poseen excelentes propiedades beneficiosas para la salud. 
Sin embargo, son compuestos bastante insolubles en agua y sensibles a la acción de 
agentes externos como aire, luz y enzimas oxidativas, constituyendo un 
inconveniente para su formulación y manipulación previa a su posible aplicación en 
diferentes sectores industriales (alimentación, cosmética, química o farmacéutica, 
entre otras). 
El objetivo principal de esta Tesis se centra en el estudio de la complejación de 
los flavonoles miricetina, quercetina y kaempferol en ciclodextrinas (CDS), como una 
solución viable a los inconvenientes descritos. 
 
Para la consecución de este objetivo, se plantean los siguientes objetivos 
parciales: 
 
1. Estudio de la solubilidad acuosa de miricetina, quercetina y kaempferol en 
presencia de diferentes tipos de CDs. 
2. Estudio de la variación de fluorescencia de miricetina, quercetina y kaempferol 
en presencia de diferentes tipos de CDs. 
3. Estudio de la estabilidad de miricetina, quercetina y kaempferol en presencia de 
diferentes tipos de CDs, frente a la oxidación enzimática. 
4. Cálculo de las constantes de complejación (KC) entre miricetina, quercetina y 
kaempferol y diferentes tipos de CDs, mediante el análisis de los cambios 
producidos en sus propiedades fisicoquímicas tras ser complejados. 
5. Evaluación de los métodos empleados para el cálculo de las constantes de 
complejación. Selección del método óptimo para los flavonoles objeto de estudio.  
6. Estudio del efecto de la inclusión de miricetina, quercetina y kaempferol en CDs, 
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1. MATERIALES Y MÉTODOS 
1.1. CÁLCULO DE KC 
1.1.1. Reactivos 
Peroxidasa de rábano picante (HPR) (246 unidades/mg), miricetina, quercetina 
y kaempferol fueron proporcionados por Sigma (Madrid, España). El peróxido de 
hidrógeno (H2O2) fue suministrado por Aldrich (Madrid, España). Las ciclodextrinas 
(CDs) (α-, β-, γ-, G2-β-, y HP-β-CDs) fueron proporcionadas por TCI (Antwerp, 
Bélgica). El resto de productos químicos utilizados fueron de grado analítico. 
1.1.2. Método enzimático 
El cálculo de KC entre miricetina, quercetina ó kaempferol y diferentes tipos de 
CDs, se llevó a cabo estudiando el efecto de la presencia de CDs, en la velocidad de 
oxidación de cada uno de los flavonoles por HPR, en presencia de H2O2. 
La solución de H2O2 se preparó diariamente y su concentración fue calculada 
utilizando su coeficiente de extinción molar a 240 nm (ε240 = 39.4 M-1 cm-1) (Nelson y 
Kiesow, 1972).  
La actividad enzimática se midió en un espectrofotómetro Shimadzu, modelo 
UV- 063, en el máximo de absorción de cada producto de oxidación, 300 nm en el 
caso de miricetina y quercetina (Figuras III.1. y III.2.) y 315 nm en el caso de 























Figura III.1.: Oxidación de miricetina por HPR en presencia de H2O2. El 
medio de reacción contenía tampón acetato sódico 100 mM pH 4.5, 400 µM 















Figura III.2.: Oxidación de quercetina por HPR en presencia de H2O2. El 
medio de reacción contenía tampón acetato sódico 100 mM pH 4.5, 400 µM 
H2O2, 0.037 unidades de HPR y concentraciones crecientes de quercetina. 
nm









































Figura III.3.: Oxidación de kaempferol por HPR en presencia de H2O2. El 
medio de reacción contenía tampón borato sódico 100 mM pH 9.0, 400 µM 
H2O2, 0.37 unidades de HPR y concentraciones crecientes de kaempferol. 
 
El pH óptimo para la oxidación de miricetina y quercetina por HPR en 













Figura III.4.: Efecto de la variación de pH en la oxidación de miricetina por 
HPR. Los tampones utilizados fueron acetato sódico 100 mM de pH 3.0 a 
4.0, fosfato sódico 100 mM de pH 5.0 a 7.0 y borato sódico 100 mM de pH 
8.0 a 9.5. 
nm













































Figura III.5.: Efecto de la variación de pH en la oxidación de quercetina por 
HPR. Los tampones utilizados fueron acetato sódico 100 mM de pH 3.0 a 
4.0, fosfato sódico 100 mM de pH 5.0 a 7.0 y borato sódico 100 mM de pH 













Figura III.6.: Efecto de la variación de pH en la oxidación de kaempferol por 
HPR. Los tampones utilizados fueron acetato sódico 100 mM de pH 3.0 a 
4.0, fosfato sódico 100 mM de pH 5.0 a 7.0 y borato sódico 100 mM de pH 
8.0 a 9.5. 
pH
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El medio de reacción estándar a 25 ºC para miricetina y quercetina contenía 
tampón acetato sódico 100 mM pH 4.5, 400 µM de H2O2, 60 µM de miricetina o 
quercetina y 0.1 unidades de HPR en el caso de miricetina ó 0.037 en el caso de 
quercetina, en un volumen final de 1 mL.  
El medio de reacción estándar para la oxidación de kaempferol contenía 
tampón borato sódico 100 mM pH 9.0, 400 µM de H2O2, 21 µM de kaempferol y 0.37 
unidades de HPR, en un volumen final de 1 mL. 
La presencia de concentraciones crecientes de CDs en el medio de reacción 
provoca una inhibición en la velocidad de oxidación del flavonol. Suponiendo que el 
flavonol libre (miricetina, quercetina y kaempferol) es la única forma de sustrato que 
puede utilizar HPR, la ecuación de velocidad de Michaelis-Menten puede expresarse 






La [flavonol]f puede expresarse en función de los dos únicos parámetros 
conocidos [flavonol]t y [CD]t, donde el subíndice t representa la concentración total 
de compuesto. Para ello, suponemos que sólo una molécula de flavonol se puede 
introducir en una molécula de CDs (estequiometría 1:1) y por lo tanto, el equilibrio 











Teniendo en cuenta los balances de materia de [flavonol]t y [CD]t: 
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Esta ecuación [III.10.], se utilizará para ajustar los datos experimentales de 
inhibición de la oxidación de cada flavonol, en presencia de concentraciones 
crecientes de CDs. 
1.1.3. Método de solubilidad 
Los estudios de solubilidad de los 3 flavonoles, en presencia de CDs, se 
realizaron de acuerdo con el método descrito por Higuchi y Connors, en 1965. 
Para ello, se prepararon disoluciones acuosas de concentraciones crecientes de 
α-, β-, γ-, G2-β-, y HP-β-CDs, hasta una concentración de 100 mM (en el caso de β-CDs 
hasta 15 mM que es su límite de solubilidad en agua), en un volumen total de 10 mL. 
En el caso de miricetina y quercetina las disoluciones se prepararon en tampón 
acetato sódico 100 mM, a pH 4.5 y en el caso de kaempferol, en tampón borato sódico 
100 mM, a pH 9.0. 
A cada una de las disoluciones se le adicionó una cantidad saturante de 
flavonol y se mantuvieron en un baño de ultrasonidos durante 60 minutos, a 25 ºC, 
hasta alcanzar el equilibrio. Una vez pasado este tiempo, las disoluciones fueron 
filtradas a través de un filtro de acetato de celulosa de 0.2 μm para eliminar el exceso 
de flavonol (flavonol no disuelto).  
Para cuantificar la cantidad de flavonol disuelta en cada filtrado, se rompieron 
los complejos flavonol-CDs adicionando el 80% de etanol. Posteriormente, cada una 
de las disoluciones se introdujo en el espectrofotómetro, midiendo su absorbancia en 
el máximo de absorción de cada flavonol. La concentración de flavonol en cada 
disolución se determinó mediante la ley de Lambert-Beer: Abs: ε.c.d, calculando los 
coeficientes de extinción molar al 80% de etanol, de cada uno de los flavonoles: 
Miricetina (ε378) = 22370 M-1 cm-1) (Figura III.7.), quercetina (ε362) = 12790 M-1 cm-1) 
(Figura III.8.) y kaempferol (ε370) = 22890 M-1 cm-1) (Figura III.9.). 
 
[III.10.] 















Figura III.7.: Cálculo del coeficiente de extinción molar de miricetina al 80% 




















Figura III.8.: Cálculo del coeficiente de extinción molar de quercetina al 
80% de etanol en su máximo de absorción, 362 nm (12790 M-1 cm-1). 
Miricetina (mM)










































Figura III.9.: Cálculo del coeficiente de extinción molar de kaempferol al 
80% de etanol en su máximo de absorción, 370 nm (22890 M-1 cm-1). 
 
Una vez calculadas las concentraciones de flavonol disueltas en cada muestra, 
se representaron frente a la concentración de CDs presente en cada caso (diagrama de 
fases. 
El valor de KC entre cada flavonol y CDs se calculó a partir de los diagramas de 








donde S0 es la solubilidad del flavonol en el medio y ″pendiente″ es la pendiente de la 
recta obtenida en el diagrama de fases, derivada del estudio de solubilidad de cada 
uno de ellos. 
La eficacia de la complejación (CE), de cada flavonol se calculó utilizando la 

























1.1.4. Método fluorimétrico 
Las medidas de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorímetro RF 
Shimadzu 5301 PC. El medio de reacción contenía una concentración de miricetina, 
quercetina y kaempferol soluble en agua (10, 10 y 21 μM, respectivamente) y 
concentraciones crecientes de diferentes tipos de CDs (α-, β-, γ-, G2-β- y HP-β-CDs), 
preparadas en tampón acetato sódico 100 mM, pH 4.5 en el caso de miricetina y 
quercetina y en tampón borato sódico 100 mM, pH 9.0 en el caso de kaempferol, en 
un volumen final de 3 mL. Todas las medidas se realizaron por triplicado a 25 ºC. El 
espectro de emisión de fluorescencia de miricetina y quercetina se registró en el 
intervalo de 400-600 nm, utilizando una λ de excitación de 370 nm. En el caso del 
kaempferol, el espectro de emisión de fluorescencia se registró en el intervalo de 330-
700 nm, utilizando una λ de excitación de 351 nm. La adicción de CDs al medio de 
reacción, provocó un aumento de la intensidad de fluorescencia en el caso de 
miricetina y quercetina. Sin embargo, se registró una disminución de la intensidad de 
fluorescencia en el caso de kaempferol, debido a la formación de complejos de 
inclusión entre el flavonol y las CDs. 








Flavonol* y Flavonol-CDs* son el flavonol libre y complejado en su estado 
excitado. Estas son las especies fluorescentes y no hay proceso de asociación-
disociación en el estado excitado. KC es la constante de complejación tal y como se 
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La intensidad de fluorescencia a cualquier longitud de onda (F) está 






donde F∞ es la intensidad de la fluorescencia cuando todo el flavonol ha sido 
complejado en CDs y F0 es la fluorescencia del flavonol en ausencia de CDs. La 
ecuación de Benesi-Hildebrand (III.14.) o doble reciproca, permite linealizar la 
ecuación III.13., pudiendo obtener el valor de KC dividiendo el corte con el eje de las 









El valor de KC también se puede calcular utilizando la ecuación de Scatchard 
(III.15.), que relaciona la intensidad de fluorescencia con la concentración total de 






 El valor de KC se obtiene de la pendiente de la recta. 
1.2. MEDIDA DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE 
1.2.1. Reactivos 
Fluoresceína (FL), 2, dihidrocloruro 2´-diazobis (2-aminopropano) (AAPH) y 6-
hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2-carboxílico (Trolox C), fueron adquiridos a 
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Sigma (Madrid, España). El resto de productos químicos utilizados fueron de grado 
analítico. 
1.2.2. Método ORAC-FL 
Con este ensayo se mide la degradación oxidativa de la FL al ser atacada por el 
radical AAPH. 
La solución stock de FL (4 μM) se realizó en tampón fosfato sódico 75 mM pH 
7.4 y se conservó a -20 ºC durante un máximo de 4 semanas. La solución de FL se 
preparó diariamente en tampón fosfato sódico 75 mM, pH 7.4, mediante una dilución 
de la disolución stock, a una concentración final de 6 nM.  
La concentración de la disolución stock de Trolox C utilizada para la 
elaboración de la recta patrón fue de 0.25 mM y se preparó en tampón fosfato sódico 
75 mM pH 7.4. La concentración de flavonol fue de 15 μM, diluido en tampón fosfato 
sódico 75 mM, pH 7.4. 
El radical AAPH se preparó diariamente a una concentración 127 mM en 
tampón fosfato sódico 75 mM, pH 7.4. 
Las medidas de capacidad antioxidante por el método ORAC-FL se llevaron a 
cabo en un lector de placas Synergy-HT, Bio-Tek Instruments, Inc. (Winooski, 
EE.UU.), utilizando palcas de 96-pocillos de poliestireno con paredes negras y fondo 
claro (Nalge Nunc International). La fluorescencia de las muestras se leyó por el 
fondo claro de la placa, usando una longitud de onda de excitación de 485/20 nm, y 
un filtro de emisión de 528/20 nm. El lector de placas fue controlado por el sofware 
KC4, versión 3.4.  
La capacidad de absorción del radical se determinó por el método descrito por 
Dávalos y col., en 2004, con ligeras modificaciones. La reacción se llevó a cabo en 
tampón fosfato sódico 75 mM, pH 7.4, en un volumen final de 200 µL, compuesto por: 
100 µL de solución de FL (con una concentración final de 3 nM), 0-70 µL de solución 
de flavonol en ausencia y presencia de CDs, 30 µL de AAPH (con una concentración 
final de 19 mM) y el resto, hasta completar los 200 µL, tampón fosfato sódico 75 mM, 
pH 7.4. 
La mezcla de reactivos en ausencia del radical AAPH, se incubó durante 30 
minutos a 37 ºC, dispensando inmediatamente después la solución del radical, 
usando para ello una pipeta multicanal. Seguidamente, la microplaca se colocó en el 
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lector y la fluorescencia fue registrada cada 1’ y 14’’ durante 2 horas. La microplaca se 
agitó automáticamente antes de cada lectura. En cada ensayo, se realizó un blanco 
que contenía FL y AAPH con tampón fosfato sódico y se prepararon ocho 
disoluciones de calibración, utilizando como antioxidante Trolox C (6.25, 12.5, 15.0, 
18.75, 21.25, 25, 27.5 y 31.25 µM).  
La capacidad de inhibición de la desaparición de FL, se cuantificó mediante la 
integración del área bajo la curva de caída de la FL (AUC). Todas las muestras fueron 
preparadas por triplicado y al menos, se realizaron tres ensayos independientes para 
cada muestra. Con el fin de evitar el efecto de la temperatura, sólo se utilizaron los 60 
pocillos centrales de la placa, dejando los exteriores con 200 µL de agua destilada. 
Los resultados fueron expresados como equivalentes de Trolox en µM, 
















Figura III.10.: Regresión lineal de Net AUC con diferentes concentraciones 
de Trolox C. Net AUC= AUCmuestra-AUCblanco. 
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donde f0 es la fluorescencia inicial leída a tiempo 0 y fi es la lectura de fluorescencia a 
tiempo final. El AUC correspondiente a la muestra (Net AUC), se calculó restando el 
correspondiente AUC del blanco. Los datos fueron procesados usando el programa 



















Figura III.11.: Curva de caída de la FL inducida por AAPH en presencia de 
concentraciones crecientes de Trolox C. 
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1. MIRICETINA 
1.1. INTRODUCCIÓN 
Miricetina (3, 3', 4', 5, 5', 7-hexahidroxiflavona) (Figura ІV.1.) es un flavonol 
natural de consumo habitual en nuestra dieta. Se encuentra principalmente en té, 
cebolla, bayas y uvas, así como en el vino tinto (German y Walzem, 2000; Hakkinen y 
col., 1999; Sellappan y col., 2002), sobre todo en forma de glucósidos (Canadá y col., 
1990; Koeppen y Herrmann, 1977).  
La ingesta de miricetina se ha estimado en 0.98 mg/día en mujeres y 1.1 
























Figura ІV.1.: Estructura química de miricetina. 
1.1.1. Miricetina y salud 
Se ha demostrado que este flavonol tiene muchas propiedades terapéuticas, 
atribuidas principalmente a su actividad antioxidante (Robak y Gryglewski, 1988).  
Una de sus propiedades más estudiadas, es su actividad anticancerígena. 
Existen estudios que demuestran que inhibe tanto la transformación, como la 
proliferación celular e induce la apoptosis en células tumorales (Kumamoto y col., 
2009; Ko y col., 2005; Siegelin y col., 2009). Aunque los efectos antiproliferativos de los 
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polifenoles en general, y los flavonoides e isoflavonoides en particular, están más que 
demostrados, en cultivos celulares existen relativamente pocos datos en relación con 
su actividad antiproliferativa in vivo, y no se conoce prácticamente nada de la 
relevancia clínica de esta bioactividad (Birt y col., 2001). En un estudio realizado en 
Finlandia, con 10054 voluntarios, se puso de manifiesto que los hombres con mayor 
ingesta de miricetina presentaban menor incidencia de cáncer de próstata (Knekt y 
col., 2002). 
Se han descrito diferentes mecanismos por los que los flavonoides inducen la 
inhibición de la agregación plaquetaria. Las plaquetas tienen una función muy 
importante en el proceso de coagulación, ya que interaccionan con la red de fibrina, 
liberando mediadores que aceleran la coagulación y aumentan la retracción del 
coágulo sanguíneo. Para la formación de trombos sanguíneos, es necesario la 
activación y agregación de las plaquetas, efecto que puede ser contrarrestado por 
flavonoides como miricetina, ya que ejercen un efecto antiagregante plaquetario que 
puede ser debido tanto a la inhibición de la formación de tromboxano como al 
antagonismo de los receptores del mismo (Tzeng y col., 1991). El tromboxano A2 
(sintetizado por la enzima ciclooxigenasa 1 (COX1) en las plaquetas) es un potente 
vasoconstrictor, e inductor de la agregación plaquetaria (Hamberg y col., 1974; 
Hamberg y col., 1975); mientras que la prostaciclina (sintetizada por la enzima 
ciclooxigenasa 2 (COX2) en células endoteliales vasculares) actúa como un 
antiagregante plaquetario y vasodilatador (Moncada y col., 1976). Así, la inhibición 
selectiva de COX1 promueve el flujo sanguíneo y disminuye el riesgo de trombos, 
mientras que la inhibición de COX2, se asocia a una mayor probabilidad de 
formación de trombos, incrementando el riesgo de sufrir complicaciones 
cardiovasculares (Mukherjee y col., 2001; Davies y Jamali, 2004). En la bibliografía, 
encontramos diferentes estudios que demuestran que miricetina y quercetina 
presentan efectos estimulantes directos sobre la actividad catalítica de COX1 y COX2 
in vivo, revelando además que ambos flavonoles pueden actuar como estimuladores o 
co-sustratos de ambas enzimas (Bai y Zhu, 2010). 
La oxidación de proteínas de baja densidad (LDL) está directamente asociada a 
la probabilidad de sufrir enfermedades coronarias e infarto de miocardio (Holvoet, 
2004). Rankin y col., en 1993, describieron que altas concentraciones de miricetina 
pueden modificar la concentración de LDL a través de procesos que implican la 
modificación covalente de la apolipoproteína B100 (apo B100). La utilidad fisiológica 
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de estas proteínas es favorecer el transporte de los lípidos por el torrente sanguíneo, 
así como el anclaje a receptores celulares para que las células tengan capacidad de 
absorber los lípidos necesarios para su funcionamiento. 
Recientemente, se ha descrito la actividad citoprotectora de miricetina frente al 
estrés oxidativo, ya que es una molécula muy efectiva en el atrapamiento de especies 
reactivas de oxígeno (ROS) (Shimmyo y col., 2008; Dajas y col., 2003; Fawcett y col., 
2002; Molina-Jiménez y col., 2004; Molina-Jiménez y col., 2005). Así, miricetina puede 
minimizar los efectos adversos del estrés oxidativo, protegiendo a las células del daño 
que podrían ocasionarle los radicales libres, mediante la inhibición de los ROS y la 
inducción de los sistemas enzimáticos de defensa antioxidante de la célula, lo que 
permite la reparación del ADN y de los lípidos dañados (Wang y col., 2010). 
La resistencia a la insulina es un trastorno metabólico cuya prevalencia está 
aumentando de forma alarmante en las poblaciones de todo el mundo. Se ha descrito 
que miricetina puede ejercer beneficios terapéuticos en enfermedades 
cardiovasculares asociadas con diabetes mellitus, aumentando la síntesis de 
glucógeno hepático y normalizando la hiperglucemia en ratas (Ong y Khoo, 2000).  
También se ha descrito a miricetina como agente antiviral y antibiótico. Se ha 
demostrado que miricetina inhibe la transcriptasa inversa de 2 tipos de virus de 
leucemia en ratones (leucemia murina Moloney y leucemia murina Rauscher) y del 
virus de inmunodeficiencia adquirida en humanos (VIH) (Ono y col., 1990). 
Por los beneficios saludables que puede aportar miricetina, sería interesante 
poder elaborar alimentos funcionales que la contengan, pero el principal obstáculo 
que debemos solventar es su escasa solubilidad en agua, unido a su inestabilidad 
frente a diferentes factores como calor, luz y oxígeno; parámetros importantes para el 
procesado y conservación de alimentos. Estos inconvenientes podrían solventarse 
mediante la complejación de miricetina en CDs, ya que dicho proceso aumenta su 
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1.2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
1.2.1. Cálculo de KC 
Las KC entre miricetina y diferentes tipos de CDs, fueron calculadas usando 
diferentes métodos, con el fin de comparar los valores obtenidos con cada uno de 
ellos y determinar el método óptimo para dicho cálculo. 
1.2.1.1. Método enzimático 
En primer lugar, se utilizó el método enzimático para calcular el valor de KC 
entre miricetina y distintos tipos de CDs. Para ello, se estudió el efecto de la adición 
de α-, β- y γ-CDs al medio de oxidación de miricetina por HPR en presencia de H2O2, 
en medio ácido. La presencia de β-CDs en el medio de oxidación dio como resultado 
una disminución de la velocidad de oxidación de miricetina, mientras que en 















Figura ІV.2.: Efecto de la adicción al medio de diferentes tipos de CDs sobre 
la oxidación de miricetina por HPR (( ) α-CDs, ( ) β-CDs, y ( ) γ-CDs). 
El medio de reacción contenía tampón acetato sódico 100 mM pH 4.5, 60 µM 
de miricetina, 400 µM H2O2, 0.1 unidades de HPR y concentraciones 
crecientes de CDs. 
[CDs] (mM)
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La disminución de la actividad enzimática observada en la Figura ІV.2. nos 
indicó que miricetina estaba siendo complejada por β-CDs, dejando así de estar 
disponible para la enzima. Miricetina no fue complejada por α- y γ-CDs, 
probablemente debido al tamaño de la cavidad hidrofóbica de estos dos tipos de CDs 
y por ello no se vio afectada la velocidad de oxidación del flavonol (Figura ІV.2.).  
El efecto inhibidor de β-CDs fue estudiado a diferentes concentraciones de 
miricetina, obteniendo como resultado una disminución en la actividad de la enzima 
a medida que aumentaba la concentración de CDs en el medio de reacción en todas 















Figura ІV.3.: Efecto de diferentes concentraciones de β-CDs en la oxidación 
de miricetina por HPR. El medio de reacción contenía tampón acetato sódico 
100 mM pH 4.5, 400 µM H2O2, 0.1 unidades de HPR y concentraciones 
crecientes de CDs: ( ) 60 µM, ( ) 30 µM, y ( ) 15 µM de miricetina. 
 
El valor de KC entre β-CDs y miricetina fue calculado ajustando los datos 
experimentales obtenidos en la Figura ІV.3. a la ecuación de velocidad de Michaelis-
Menten modificada (Ecuación III.10.). Esta ecuación nos muestra una relación no 
lineal entre la velocidad de reacción y la concentración de CDs presentes en el medio, 
al igual que los datos experimentales mostrados en la Figura ІV.3. El valor de KC 
obtenido para miricetina y β-CDs fue de 125 ± 25 M-1 (Tabla ІV.1.). 
[β‐CDs] (mM)
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Tabla ІV.1.: Constantes de complejación (KC) entre miricetina  y distintos 










Miricetina 125 ± 25  830 ± 98 335 ± 55 
 
Una vez estudiada la complejación de miricetina en CDs nativas, pasamos a 
estudiar la complejación del flavonol con CDs modificadas de β-CDs. Para este 
estudio se utilizaron 2-hidroxipropil-β-CDs (HP-β-CDs) y maltosil-β-CDs (G2-β-CDs), 
ya que son más solubles que su parental β-CDs.  
Cuando se llevó a cabo la oxidación de miricetina por HPR en presencia de HP-
β y G2-β-CDs, se observó un efecto inhibidor mayor al descrito previamente para β-














Figura ІV.4.: Efecto de diferentes concentraciones de HP-β-CDs en la 
oxidación de miricetina por HPR. El medio de reacción contenía tampón 
acetato sódico 100 mM pH 4.5, 400 µM H2O2, 0.1 unidades de HPR y 
concentraciones crecientes de CDs. ( ) 60 µM miricetina, ( ) 30 µM 
miricetina, ( ) 15 µM miricetina. 
[HP‐β‐CDs] (mM)





























Figura ІV.5.: Efecto de diferentes concentraciones de G2-β-CDs en la 
oxidación de miricetina por HPR. El medio de reacción contenía tampón 
acetato sódico 100 mM pH 4.5, 400 µM H2O2, 0.1 unidades de HPR y 
concentraciones crecientes de CDs. ( ) 60 µM miricetina, ( ) 30 µM 
miricetina, ( ) 15 µM miricetina. 
 
Los valores de KC fueron calculados ajustando los datos experimentales de las 
Figuras ІV.4. y ІV.5. por regresión no lineal, utilizando la ecuación de velocidad de 
Michaelis-Menten modificada (Ecuación III.10.), y los valores obtenidos se presentan 
en la Tabla ІV.1. 
Tal y como se observa en la Tabla ІV.1., los valores de KC obtenidos para HP-β- 
y G2-β-CDs fueron superiores a los obtenidos para su parental β-CDs. Esto refleja que 
miricetina presenta una mayor afinidad por las CDs modificadas que por β-CDs, 
siendo HP-β-CDs las que presentaron mayor valor de KC (6 veces superior que β-
CDs). 
Llegados a este punto nos quedaba por aclarar si HPR sólo estaba utilizando 
como sustrato miricetina libre o si por el contrario, también trabajaba sobre el 
complejo miricetina-CDs. Para ello, se calculó la concentración de miricetina libre en 
cada uno de los puntos de las Figuras ІV.4. y ІV.5., utilizando la Ecuación III.9., y se 
representó frente a la velocidad de reacción en la Figura ІV.6.  
[G2‐β‐CDs] (mM)





























Figura ІV.6.: Efecto de la concentración de miricetina libre en la actividad 
HPR. ( ) 60 µM miricetina total, ( ) 30 µM miricetina total y ( ) 15 µM 
miricetina total. 
 
Esta representación mostró que los puntos de las diferentes curvas de las 
Figuras ІV.4. y ІV.5. que presentaban la misma actividad enzimática, tenían la misma 
concentración de miricetina libre, indicando claramente que la enzima utiliza como 
sustrato sólo miricetina libre.  
1.2.1.2. Método de solubilidad 
Con el fin de establecer la validez del método enzimático para la determinación 
de KC, se llevaron a cabo estudios de solubilidad, utilizando el método descrito por 
Higuchi y Connors, en 1965.  
El diagrama de fases de miricetina se realizó en tampón acetato sódico 100 mM 
a pH 4.5 con β-, HP-β- y G2-β-CDs, con el fin de comparar los valores de KC, con los 
obtenidos por el método enzimático. Para ello, se prepararon disoluciones de 
concentraciones crecientes de β-, HP-β- y G2-β-CDs y se saturaron con miricetina. 
Estas disoluciones se mantuvieron en un baño de ultrasonidos, a 25 ºC, hasta que se 
alcanzó el equilibrio y se cuantificó la concentración de miricetina soluble en cada 
caso, tal y como se detalla en la sección de materiales y métodos (Capítulo III).  
[Miricetina]f
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El diagrama de fases de miricetina presentó una tendencia lineal para los 3 
tipos de CDs, entre el aumento de la concentración de miricetina y el aumento de la 
concentración de CDs (Tipo AL), indicando que la estequiometría de los complejos de 


























Figura ІV.7.: (A) Diagrama de fases de miricetina con ( )β-CDs en tampón 
acetato sódico 100 mM, pH 4.5 a 25 ºC. (B) Diagrama de fases de miricetina 
con ( ) HP-β-CDs y ( ) G2-β-CDs en tampón acetato sódico 100 mM, pH 
4.5 a 25 ºC.  
[CDs] (mM)
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Para calcular el valor de KC en cada caso utilizamos la ecuación descrita por 
Higuchi y Connors, en 1965 (Ecuación III.11.) y los resultados obtenidos se muestran 
en la Tabla ІV.2. 
 
Tabla ІV.2.: Constantes de complejación (KC) entre miricetina y distintos 
tipos de CDs en tampón acetato sódico 100 mM pH 4.5, calculados mediante 








Miricetina 110 ± 12 850 ± 99 380 ± 32 
 
 
Los valores de KC obtenidos usando el método de solubilidad (Tabla ІV.2.) 
fueron similares a los obtenidos usando el método enzimático (Tabla ІV.1.) (β-, 125 ± 
25, HP-β-, 830 ± 98 y G2-β-CDs, 335 ± 55), lo que indica la validez de ambos métodos.  
Sin embargo, es importante señalar que el valor de KC no depende solo del 
aumento de la solubilidad de miricetina al ser complejado con CDs, sino que también 
depende del producto solubilidad (S0) de miricetina en dicho medio. Por ello 
determinamos la eficacia de la complejación (CE) para cada tipo de CDs. Para los 
complejos con estequiometría 1:1, la CE puede ser calculada a partir de la pendiente 
del diagrama de fases (Ecuación III.12.), ya que tiene en cuenta tanto la solubilidad 
de miricetina como la KC. El valor de CE obtenido para miricetina con los diferentes 
tipos de CDs se presenta en la Tabla ІV.3., siendo el valor más alto el de HP-β-CDs. 
 
Tabla ІV.3.: Eficacia de complejación (CE) entre miricetina y distintos tipos 
de CDs. 
 







Miricetina 0.00625 0.68 ± 0.08 5.3 ± 0.63 2.3 ± 0.27 
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Tal y como indica la Tabla ІV.3., HP-β son las CDs que poseen una mayor 
eficacia de complejación. 
1.2.1.3. Método fluorimétrico 
Otro método utilizado para calcular la KC entre miricetina y distintos tipos de 
CDs, fue el método fluorimétrico. En la encapsulación molecular, la mayoría de los 
métodos utilizados para determinar la KC entre el agente complejante y el analito, se 
basan en los cambios producidos en las propiedades físico-químicas del analito 
complejado. Uno de estos métodos consiste en estudiar los cambios en la intensidad 
de fluorescencia del analito cuando ha sido complejado (Muñoz de la Peña y col., 
2007). 
En este método la KC se calculó mediante el estudio de la modificación del 
espectro de fluorescencia de miricetina tras adicionar CDs al medio de complejación 
en tampón acetato sódico 100 mM a pH 4.5.  
En primer lugar se estudió el efecto de la presencia de CDs nativas (α-, β- y γ-
CDs), en el espectro de fluorescencia del miricetina. La adición de estos tipos de CDs 
al medio no varió la intensidad de fluorescencia de miricetina (datos no mostrados). 
En el caso de α- y γ-CDs, este resultado confirma que estas CDs no forman complejos 
con miricetina, tal y como observamos al hacer el estudio con el método enzimático. 
En el caso de β-CDs, tampoco se produjo ningún cambio en la intensidad de 
fluorescencia de miricetina. Como hemos comprobado con los métodos enzimático y 
de solubilidad, estas CDs sí son capaces de formar complejos con miricetina, pero los 
valores de KC que presenta son bajos (125 ± 25 y 110 ± 12), de ahí que, la cantidad de 
complejos que se forman es pequeña, y no causa la suficiente variación en la 
intensidad de fluorescencia para poder ser detectada. Por lo tanto, este método no 
nos sirve para calcular la KC entre β-CDs y miricetina. 
En cambio cuando se adicionaron CDs modificadas de β-CDs (HP-β-y G2-β-
CDs) al medio de reacción, se observó un aumento en la intensidad de fluorescencia 


















Figura IV.8.: Espectro de fluorescencia de miricetina en tampón acetato 
sódico 100 mM pH 4.5, con concentraciones crecientes de HP-β-CDs, λexi 
370 nm: (a) 0, (b) 1, (c) 5 y (d) 10 mM HP-β-CDs. 
 
Este aumento en la intensidad de fluorescencia fue mayor en el caso de HP-β-
CDs (Figura IV.9.), probablemente debido a una mayor afinidad de este tipo de CDs 














Figura IV.9.: Intensidad de fluorescencia de miricetina a 524 nm y diferentes 
concentraciones de CDs: (■) β-CDs, ( ) HP-β-CDs y ( ) G2-β-CDs. 
[CDs] (mM)
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El aumento de la fluorescencia fue de 1.3 y 1.1 veces para HP-β- y G2-β-CDs, 
respectivamente. 
La intensidad de fluorescencia de miricetina aumentó conforme aumentaba la 
concentración CDs hasta que todo el flavonol estuvo complejado, para permanecer 
constante a partir de esa concentración de CDs (Figura IV.9.). 
Tal y como se observa en la Figura  IV.9.  la intensidad de fluorescencia de 
miricetina en presencia de β‐CDs no mostró ninguna variación, en cambio con HP-β- 
y G2-β-CDs la intensidad de fluorescencia de miricetina aumentó conforme 
aumentaba la concentración de CDs hasta alcanzar una meseta y permanecer 
constante.  
Tanto la estequiometría de los complejos de inclusión formados entre 
miricetina y HP-β- y G2-β-CDs, como la magnitud de sus correspondientes constantes 
de complejación (KC), se pueden obtener del análisis de los datos experimentales de la 
Figura  IV.9. Para calcular el valor de KC mediante el método fluorimétrico se 
utilizaron las siguientes ecuaciones: Connors (Ecuación ІІІ.13.), Benesi-Hildebrand 
(Ecuación ІІІ.14.) y Scatchard (Ecuación ІІІ.15.) (Connors, 1987; Benesi y Hildebrand, 
1949; Scatchard, 1949).  
En primer lugar, el valor de KC entre β-CDs y miricetina fue calculado 
ajustando los datos experimentales obtenidos en la Figura ІV.9. a la ecuación de 
Connors (Ecuación III.13.) (Tabla ІV.4.).  
 
Tabla IV.4.: Constantes de complejación (KC) entre miricetina y distintos 
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Esta representación nos muestra una relación no lineal entre la intensidad de 
fluorescencia y la concentración de CDs presentes en el medio, al igual que los datos 
experimentales mostrados en la Figura ІV.9. Los valores de KC obtenidos para 
miricetina y HP-β- y G2-β-CDs fueron de 460 ± 35 M-1 y 255 ± 26 M-1 respectivamente 
(Tabla ІV.4.). 
Con la ecuación Benesi-Hildebrand (Ecuación ІІІ.14.) también se puede 
calcular el valor de KC. La representación doble recíproca de Benesi-Hildebrand, de 
los datos experimentales de la Figura  IV.9., permite calcular el valor de KC por 















Figura IV.10.: Representación de Benesi-Hildebrand para miricetina con 
( ) HP-β-CDs y ( ) G2-β-CDs. 
 
Esta representación dio lugar a dos líneas rectas, indicando que la 
estequiometría de los complejos de inclusión formados, entre miricetina y las CDs 
estudiadas, era 1:1. 
El problema de este tipo de representación es su sensibilidad a concentraciones 
bajas de CDs, pudiendo variar mucho el valor de KC obtenido. 
El valor de KC para HP-β-CDs fue 432 ± 41 M-1, mientras que G2-β-CDs 
presentó un valor menor de KC (250 ± 35 M-1) (Tabla IV.4.). 
[CDs] (mM)
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Los datos experimentales de fluorescencia (Figura IV.9.), también se utilizaron 
para determinar los valores de KC entre miricetina y CDs, utilizando la ecuación de 
Scatchard (Scatchard, 1949). En este caso la relación entre el aumento de la intensidad 
de fluorescencia (F - F0) y la concentración de CDs está dada por la Ecuación ІІІ.15.  
La representación de los datos de la Figura IV.9. como (F - F0) / [CDs] frente (F 
- F0) dio lugar a 2 líneas rectas, indicando nuevamente que la estequiometría de los 
















Figura IV.11.: Representación de Scatchard para miricetina con ( ) HP-β-
CDs y ( ) G2-β-CDs. 
 
Los valores de KC obtenidos, fueron similares a los obtenidos por Connors y 
Benesi-Hildebrand (Tabla IV.4.), corroborando que HP-β-CDs, con un valor de KC de 




En todos los casos, los valores de KC obtenidos usando el método fluorimétrico 
fueron inferiores a los obtenidos mediante el método enzimático y el de solubilidad 
(Tabla IV.5.), que entre ellos fueron muy similares.  
(F-F0)
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Tabla IV.5.: Constantes de complejación (KC) entre miricetina y distintos 
tipos de CDs en tampón acetato sódico 100 mM pH 4.5, calculados mediante 








Fluorimétrico:    
Connors _ 460 ± 35 255 ± 26 
Benesi-Hildebrand _ 432 ± 41 250 ± 35 
Scatchard _ 506 ± 45 269 ± 25 
Enzimático 125 ± 25 830 ± 98 335 ± 55 
Solubilidad 110 ± 12 850 ± 99 380 ± 32 
 
 
Con el fin de determinar cual de los 3 métodos (enzimático, solubilidad o 
fluorimétrico) era el más adecuado para el cálculo de KC, se llevó a cabo un ensayo 
(Lucas-Abellán y col., 2007; Lucas-Abellán y col., 2008d) en el que se varió tanto la 
concentración de miricetina, como la de CDs totales, para que al utilizar los valores 
de KC obtenidos por los tres métodos y la Ecuación ІІІ.9., se mantuviera constante la 
concentración de miricetina libre ([miricetina]f) y que la tasa de oxidación de 
miricetina por HPR también permaneciera constante, independientemente de la 
concentración de miricetina total. 
Como podemos observar en la Figura IV.12., cuando utilizamos los valores de 
KC obtenidos mediante el método enzimático o de solubilidad, los resultados fueron 
los esperados, ya que la actividad enzimática era independiente de las 
concentraciones totales de CDs y miricetina. Sin embargo cuando utilizamos los 
valores de KC obtenidos mediante el método fluorimétrico, la actividad enzimática no 
se mantiene constante, lo que indica que la concentración de miricetina libre no es la 


















Figura IV.12.: Ensayo de CDs. La oxidación de miricetina libre se llevó a 
cabo en tampón acetato sódico 100 mM pH 4.5 y 0.1 unidades de HPR. Las 
concentraciones de CDs y miricetina totales usadas en cada caso para obtener 
4.1 ó 13.8 µM miricetina libre fueron calculadas sustituyendo los valores de 
KC en la Ecuación ІІІ.9., ( ) 4.1 µM miricetina libre en presencia de HP-β-
CDs calculado usando el valor de KC obtenido enzimáticamente; ( ) 4.1 µM 
miricetina libre en presencia de HP-β-CDs calculado usando el valor de KC 
obtenido fluorimétricamente; ( ) 13.8 µM miricetina libre en presencia de 
G2-β-CDs calculado usando el valor de KC obtenido enzimáticamente; ( ) 
13.8 µM miricetina libre en presencia de G2-β-CDs calculado usando el valor 
de KC obtenido fluorimétricamente. 
 
En conclusión, este estudio muestra claramente que miricetina puede ser 
complejada en CDs en medio ácido, protegiéndola de su oxidación enzimática. El 
estudio de inhibición de la oxidación de miricetina permite calcular su KC con 
diferentes tipos de CDs. De los métodos utilizados para determinar la KC entre 
miricetina y CDs, el menos idóneo ha resultado ser el método fluorimétrico, ya que 
infravalora el valor de KC. De las CDs estudiadas, es importante subrayar que α- y γ-
CDs no forman complejos con miricetina. HP-β-CDs fueron las más efectivas en la 
complejación de miricetina, mostrando un mayor valor de KC y por tanto una mayor 
CE.  
[CDs] (mM)
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1. QUERCETINA 
1.1. INTRODUCCIÓN 
Entre los flavonoles de la dieta, quercetina es el más abundante y está presente 
de forma natural en vegetales, frutas, bebidas no alcohólicas y plantas medicinales, 
constituyendo aproximadamente el 60% de la ingesta total de flavonoides (Hertog y 
col., 1993). Es el principal flavonol presente en cebolla, manzana y té, alimentos que 
se han asociado, en diversos estudios epidemiológicos con propiedades saludables 
(Espín y Tomás-Barberán, 2005). En su estructura presenta grupos hidroxilo en las 

























Figura V.1.: Estructura química de quercetina. 
 
 
Los estudios llevados a cabo sobre su biodisponibilidad y metabolismo indican 
que los β-glucósidos de quercetina, presentes en la cebolla, pueden ser absorbidos en 
el intestino delgado, mientras que los rutinósidos de la manzana, té verde y muchos 
otros alimentos no se absorben en el intestino delgado, llegando al intestino grueso, 
donde se absorben en menor proporción al ser liberadas las agliconas, siendo 
degradados por la flora del colon en la mayor parte de los casos (Stahl y col., 2002). 
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1.1.1. Quercetina y salud 
Quercetina es el flavonol que ha despertado mayor interés en relación con su 
actividad biológica, pues es el que está más ampliamente distribuido en alimentos de 
origen vegetal. Ésta actividad biológica, se ha asociado a su capacidad antioxidante 
debido a que muestra, in vitro, propiedades neutralizadoras de los radicales libres. Sin 
embargo, la evidencia sobre efectos antioxidantes o neutralizadores de radicales 
libres in vivo es muy escasa, y probablemente se deba a la escasa biodisponibilidad de 
sus metabolitos (Espín y Tomás-Barberán, 2005).  
La actividad biológica de este flavonol se atribuye a la presencia de dos grupos 
antioxidantes en su estructura química, el grupo catecol en el anillo B y el grupo OH 
en posición 3 del anillo C, presentando la configuración óptima para captar radicales 
libres (Heijnen y col., 2002), que unido a su capacidad para formar complejos con 
metales (quelatos), le permite inhibir la peroxidación lipídica (Hollman y Katan, 1997; 
Sakanashi y col., 2008), proceso mediante el cual los ácidos grasos insaturados se 
convierten en radicales libres a través de la pérdida de hidrógeno (Young y McEneny, 
2001), pudiendo desencadenar enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas. 
Este proceso pude ser interrumpido por compuestos antioxidantes, como quercetina, 
interfiriendo en las reacciones radicalarias propias del proceso oxidativo (Kahl y 
Hildebrandt, 1986; Hollman y Katan, 1997; Balazs y León, 1994). 
Otro efecto nocivo causado por los radicales libres es la oxidación de 
lipoproteínas de baja densidad (LDL), pudiendo dar lugar a la formación de placas de 
ateroma, lo que lleva a enfermedad cardiovascular (Hollman y Katan, 1997). Varios 
estudios realizados en humanos han demostrado que quercetina inhibe la oxidación 
de LDL (Graf y col., 2005; Chopra y col., 2000), esto podría estar relacionado, al menos 
en parte, a un efecto directo de quercetina sobre las LDL, a las que se une a través de 
un enlace éter (R-O-R´) (Hayek y col., 1997). 
Los efectos que quercetina y otros polifenoles tienen sobre el metabolismo 
glucídico y lipídico son complejos y han sido objeto de numerosos estudios en los 
últimos años. Se ha demostrado que quercetina ejerce una acción beneficiosa sobre la 
homeostasis lipídica en hígado y tejido adiposo (Peluso, 2006), que puede verse 
reflejada en una mejora sustancial del perfil lipídico en el plasma sanguíneo de 
animales obesos (Juzwiak y col., 2005; Kamada y col., 2005; Zang y col., 2006). 
También se ha observado una mejora en la sensibilidad a la insulina tras el 
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tratamiento con altas dosis de quercetina (50 mg/kg/día) en humanos sanos y ratas 
con diabetes inducida por estreptozotocina (Kato y col., 2008). Los mecanismos 
propuestos para explicar estos efectos se centran en el poder antiinflamatorio y 
antioxidante del flavonol, ya que la obesidad y el síndrome metabólico se entienden 
como enfermedades inflamatorias crónicas (Hotamisligil, 2006). Este efecto 
antiinflamatorio, según se ha visto tanto en estudios in vitro como in vivo, resulta en 
una menor liberación de ácidos grasos al plasma, que a su vez reduce la respuesta 
inflamatoria y la resistencia a la insulina (Boden y col., 2005). 
Por otro lado, quercetina interfiere con la actividad de la enzima óxido nítrico 
sintetasa inducible (iNOS), reduciendo la producción de peroxinitrito (Shutenko y 
col., 1999). La óxido nítrico sintetasa (NOS) es la enzima responsable de transformar 
la L-arginina en óxido nítrico (NO) en las células, incluyendo células endoteliales y 
macrófagos. Es importante la liberación de NO para la dilatación de los vasos 
sanguíneos, pero a altas concentraciones produce daños oxidativos, ya que actúa con 
los radicales libres produciendo peroxinitrito, el cual oxida las LDL, produciendo 
daños irreversibles en la membrana celular. Se ha demostrado que quercetina actúa 
captando los radicales libres, evitando así que puedan reaccionar con el NO, 
reduciendo el daño por isquemia (sufrimiento celular causado por la disminución del 
riego sanguíneo) (Shoskes, 1998). Además, posee acción antihipertensiva y mejora la 
función endotelial (Romero y col., 2009; Duarte y col., 1993a, 1993b, 2001). Esta 
protección antioxidante y vascular previene accidentes cerebrovasculares (Knekt y 
col., 2000). 
La inhibición del sistema xantina-deshidrogenasa/xantina-oxidasa es otro 
mecanismo importante por el que quercetina disminuye el daño oxidativo (Bindoli y 
col., 1985). Xantina deshidrogenasa (forma de la enzima en condiciones fisiológicas 
normales) cambia a xantina oxidasa en condiciones de isquemia, proceso que puede 
desencadenar un aumento en la generación de ácido úrico, ya que estas dos enzimas 
están involucradas en su metabolismo. Xantina oxidasa reacciona con el oxígeno 
molecular liberando radicales superóxidos. Se han llevado a cabo numerosos estudios 
que demuestran que quercetina actúa inhibiendo la actividad de xantina oxidasa, 
reduciendo así el daño oxidativo (Shoskes, 1998; Zeng y col., 1997).  
Desde hace varios años, quercetina se ha presentado como un posible principio 
activo antiinflamatorio (Oršolić y col., 2004), ya que ha mostrado ser inhibidor de la 
liberación de histamina y de otros mediadores inflamatorios en respuesta a 
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lipopolisacáridos (LPS) en macrófagos aislados (Manjeet y Ghosh, 1999) y mastocitos 
(Theoharides y col., 2001). Los macrófagos son claves en el desarrollo de 
aterosclerosis y resistencia a la insulina. Dada la importancia de la acumulación de 
macrófagos en la aparición de inflamación en los tejidos, también se ha estudiado y 
puesto de manifiesto el efecto antiinflamatorio de quercetina en órganos como hígado 
(Dias y col., 2005), cerebro (Singh y col., 2008), intestino (Comalada y col., 2005; 
Camuesco y col., 2004) y en células del tejido adiposo (Rivera y col., 2008). Los 
mecanismos implicados en este proceso antiinflamatorio, no están totalmente 
definidos, pero existen numerosos estudios que proponen una reducción en la 
producción de citoquinas proinflamatorias (mensajeros fisiológicos de la respuesta 
inflamatoria) (Hämäläinem y col., 2007; Min y col., 2007) y la inhibición de la 
isoforma inducible de NOS (iNOS), ciclooxigenasa (COX) y lipooxigenasa (LOX), 
bloqueando la ruta del ácido araquidónico y proteína C reactiva y aumentando la 
expresión de adiponectina (hormona sintetizada únicamente por el tejido adiposo que 
participa en el metabolismo de la glucosa y los ácidos grasos) (Biesalski y col., 2007; 
García-Mediavilla y col., 2007; Rivera y col., 2008).  
Otro de los efectos que presenta quercetina, al actuar como un “fármaco 
natural”, es una acción antialérgica, revelándose como un antihistamínico eficaz en el 
tratamiento y prevención del asma y la bronquitis (Chaabi y col., 2007). Varios 
estudios en modelos animales, tratados previamente con quercetina, han demostrado 
una reducción drástica de las reacciones adversas a las sustancias químicas que 
desencadenan ataques de asma (Jiang y col., 2007; Jung y col., 2007; Rogerio y col., 
2007). 
Tras ser ampliamente estudiados los principales efectos atribuidos a 
quercetina, como son el efecto antiinflamatorio y antioxidante, surgió la idea de que 
este flavonol también poseía actividad antitumoral. Más tarde, esta idea cobró sentido 
cuando diversos estudios epidemiológicos mostraron que las poblaciones en cuya 
dieta abundaban los alimentos ricos en flavonoides, como son las frutas y verduras, 
presentaban una menor incidencia de ciertos tipos de cáncer. Finalmente se realizaron 
estudios in vitro (van der Waude y col., 2005) e in vivo (Schlachterman y col., 2008) 
que confirmaron esta hipótesis. El mecanismo propuesto por el que quercetina ejerce 
su efecto antitumoral se basa en la inhibición de las ADN topoisomerasas I y II, 
induciendo así un daño en el ADN y la apoptosis (Yamashita y Kawanishi, 2000). 
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Realmente existen muchos mecanismos por los que tanto quercetina, como 
otros flavonoides puede ejercer su acción antitumoral (Havsteen, 2002).  
También se ha demostrado que quercetina inhibe la transcriptasa inversa del 
virus de la inmunodeficiencia adquirida (VIH) (Ono y col., 1990; Spedding y col., 
1989), sin embargo, dado que existen otras moléculas más eficaces contra este virus, 
no ha sido utilizado con este fin. En cambio, se ha empleado para tratar infecciones 
causadas por otros virus como Influenza (Neznanov y col., 2008) o Poliovirus (Davis 
y col., 2008).  
Todos estos efectos beneficiosos para la salud atribuidos a quercetina, hacen 
que este compuesto natural resulte interesante para la elaboración de alimentos 
funcionales. El principal problema que se presenta es su baja solubilidad en agua y su 
inestabilidad frente a diferentes factores como oxígeno, luz y temperatura. En este 
capítulo estudiaremos el uso de CDs como agentes complejantes de quercetina, con el 
fin de aumentar su solubilidad, además de protegerla frente a la oxidación por 
diferentes agentes, haciéndola en consecuencia, más estable. Este efecto ya ha sido 
descrito para numerosos compuestos (Martín del Valle, 2004). 
1.2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
1.2.1. Cálculo de KC 
Las KC entre quercetina y diferentes tipos de CDs, fueron calculadas usando 
diferentes métodos, con el fin de comparar los valores obtenidos con cada uno de 
ellos y determinar el método óptimo para dicho cálculo. 
1.2.1.1. Método enzimático 
El cálculo de KC entre quercetina y CDs se llevó a cabo en primer lugar, 
estudiando el efecto de la adición de CDs al medio de reacción en la velocidad de 
oxidación de quercetina por peroxidasa de rábano (HPR) en presencia de H2O2, en 
medio ácido. En todos los casos estudiados, la adicción de CDs al medio de reacción, 
dio como resultado una disminución en la velocidad de oxidación del flavonol por 
HPR (Figura V.2.). 
 















Figura V.2.: Efecto de la adición al medio de diferentes tipos de CDs sobre la 
oxidación de quercetina por HPR. (( ) α-CDs, ( ) β-CDs, y ( ) γ-CDs). 
El medio de reacción contenía tampón acetato sódico 100 mM a pH 4.5, 60 
µM de quercetina, 400 µM H2O2, 0.037 unidades de HPR y concentraciones 
crecientes de CDs. 
 
Esta inhibición de la actividad enzimática, nos indicó que quercetina estaba 
siendo retirada del medio, dejando así de estar disponible para la enzima (Lucas-
Abellán y col., 2007 y Lucas-Abellán y col., 2008a). 
Cuando se estudió la actividad de HPR sobre quercetina, en ausencia y 
presencia de concentraciones crecientes de CDs nativas (α-, β- y γ-CDs), a una 
concentración fija de flavonol, se observó una disminución en la actividad de HPR 
conforme aumentó la concentración de β- y γ-CDs en el medio, mientras que en 
presencia de α-CDs no se observó dicho efecto (Figura V.2.). Este resultado indicó 
que quercetina estaba siendo secuestrada en la cavidad hidrofóbica de β- y γ-CDs, 
mientras que esto no ocurría en el caso de α-CDs, probablemente debido al menor 
tamaño de su cavidad hidrofóbica. 
El efecto inhibidor de β- y γ-CDs fue estudiado a diferentes concentraciones de 
quercetina, observándose un claro descenso en la actividad de HPR en todos los casos 
(Figura V.3.).  
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Figura V.3.: Efecto de diferentes concentraciones de CDs en la oxidación de 
quercetina por HPR. El medio de reacción contenía tampón acetato sódico 
100 mM pH 4.5, 400 µM H2O2, 0.037 unidades de HPR y concentraciones 
crecientes de CDs. ( ) 60 µM quercetina, ( ) 30 µM quercetina, ( ) 15 
µM quercetina. (A) Oxidación de quercetina en presencia de β-CDs. (B) 
Oxidación de quercetina en presencia de γ-CDs. 
[β‐CDs] (mM)
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Suponiendo que este efecto inhibidor se deba a la formación de complejos de 
inclusión quercetina-CDs, y a que quercetina libre es la única forma de sustrato que 
puede utilizar HPR, utilizaremos la ecuación de velocidad de Michaelis-Menten 
modificada (Ecuación III.10.), que muestra una relación no lineal entre la velocidad 
de la reacción y la concentración de CDs, para ajustar los datos experimentales 
presentes en la Figura V.3. La Tabla V.1., muestra los valores de KC obtenidos para β- 
y γ-CDs. Como se puede observar en dicha tabla, el valor de KC obtenido para el 
complejo formado entre quercetina y β-CDs (426 M-1) fue mayor que el obtenido en el 
caso de γ-CD (233 M-1), indicando un mejor acoplamiento entre quercetina y β-CDs, 
probablemente debido al tamaño de la cavidad hidrofóbica de las mismas. El valor de 
KC entre quercetina y β-CDs fue similar al obtenido por Pralhad y Rajendrakumar, en 
2004, mediante estudios de solubilidad (402 M-1), pero inferior al calculado por 
Álvarez-Parrilla y col., en 2005, usando el método fluorimétrico (1138 M-1).  
 
Tabla V.1.: Constantes de complejación (KC) entre quercetina y distintos 












Quercetina 426 ± 68 233 ± 44 1195 ± 112 650 ± 76 
 
 
Una vez estudiada la complejación de quercetina en CDs nativas, se pasó a 
estudiar su complejación con CDs modificadas de β-CDs ya que, como se puede 
observar en la Tabla V.1., son las que mostraron mayor valor de KC.  
Las CDs modificadas, presentan ciertas ventajas sobre sus respectivas 
parentales. En algunos casos son más solubles en agua y en disolventes orgánicos, y 
por lo tanto aumentan enormemente la solubilidad de compuestos insolubles en agua 
(De Caprio y col., 1992; Luong y col., 1993; Hocino y col., 1993; Núñez-Delicado y col., 
1997). Entre las CDs modificadas más usadas industrialmente están 2-hidroxipropil-
β-CDs (HP-β-CDs) y maltosil-β-CDs (G2-β-CD), debido a su alta solubilidad y bajo 
coste.  
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Cuando se llevó a cabo la oxidación de quercetina por HPR en presencia de 
HP-β- y G2-β-CDs, se observó un efecto inhibidor superior al descrito para su 


























Figura V.4.: Efecto de diferentes concentraciones de CDs modificadas en la 
oxidación de quercetina por HPR. El medio de reacción contenía tampón 
acetato sódico 100 mM pH 4.5, 400 µM H2O2, 0.037 unidades de HPR y 
concentraciones crecientes de CDs. ( ) 60 µM quercetina, ( ) 30 µM 
quercetina, ( ) 15 µM quercetina. (A) Oxidación de quercetina en presencia 
de HP-β-CDs. (B) Oxidación de quercetina en presencia de G2-β-CDs. 
[HP−β−CDs] (mM)
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Los valores de KC (Tabla V.1.) fueron calculados ajustando los datos 
experimentales de la Figura V.4., por regresión no lineal a la ecuación de Michaelis-
Menten modificada (Ecuación III.10.). 
Los valores de KC obtenidos para HP-β- (1195 ± 112 M-1) y G2-β-CDs (650 ± 76 
M-1) (Tabla V.1.), fueron superiores a los obtenidos para su parental β-CDs (426 ± 68 
M-1). Los valores de KC de los diferentes tipos de CDs, mostraron el siguiente orden: 
HP-β- > G2-β- > β-CDs, reflejando una mayor afinidad de quercetina por las β-CDs 
modificadas que por su correspondiente parental (β-CDs). Es importante resaltar que 
HP-β-CDs fueron las que presentaron mayor KC, debido a la presencia de los grupos 
hidroxipropil en la boca del cono favorece esta complejación.  
Con el fin de asegurarnos de que HPR sólo estaba utilizando quercetina libre 
como sustrato y no la complejada, se calculó la concentración de quercetina libre en 
cada uno de los puntos de la Figura V.4., utilizando la Ecuación III.9. Los datos 
obtenidos fueron representados frente a la velocidad de la reacción en la Figura V.5., 
mostrando que los puntos de las diferentes curvas de la Figura V.4. que presentaban 
la misma actividad, tenían la misma concentración de quercetina libre, 














Figura V.5.: Efecto de la concentración de quercetina libre sobre la velocidad 
de la reacción. ( ) 60 µM quercetina total, ( ) 30 µM quercetina total y ( ) 
15 µM quercetina total. 
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Los resultados obtenidos apoyan la hipótesis de que la enzima sólo actúa sobre 
la quercetina libre en el medio, como se ha descrito previamente para la oxidación 
por lipoxigenasa (LOX) de diferentes compuestos incluidos en CDs (Núñez-Delicado 
y col., 1997; Núñez-Delicado y col., 1999a; Núñez-Delicado y col., 1999b, Lucas-
Abellán y col., 2007; Lucas-Abellán y col., 2008d).  
1.2.1.2. Método de solubilidad 
Otra característica interesante de las CDs es que pueden ser saturadas de 
flavonol, incrementando la concentración total de quercetina en disolución y 
permaneciendo constante la concentración de quercetina libre en el medio (su 
producto de solubilidad, S0).  
Los estudios de solubilidad de quercetina con CDs se llevaron a cabo 
utilizando el método descrito por Higuchi y Connors en 1965. Este estudio se realizó 
en tampón acetato sódico 100 mM pH 4.5, utilizando β-, HP-β- y G2-β-CDs, con el fin 
de poder comparar los valores de KC obtenidos con este método con los obtenidos 
previamente mediante el método enzimático.  
Se prepararon disoluciones de concentraciones crecientes de CDs y se 
saturaron con quercetina. Estas disoluciones se mantuvieron en un baño de 
ultrasonidos, a 25 ºC, hasta que se alcanzó el equilibrio y se cuantificó la 
concentración de quercetina soluble en cada caso, tal y como se desarrolla en la 
sección de materiales y métodos (Capítulo ІІІ).  
Se representó la concentración de quercetina total frente a la concentración de 


























Figura V.6.: Diagrama de fases de quercetina con β-CDs en tampón acetato 
















Figura V.7.: Diagrama de fases de quercetina con ( ) HP-β-CDs y ( ) G2-
β-CDs en tampón acetato sódico 100 mM, pH 4.5 a 25 ºC.  
[β‐CDs](mM)
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Como se observa en las Figuras V.6. y V.7., los diagramas de fases obtenidos 
para los tres tipos de CDs estudiados (β-, HP-β- y G2-β-CDs), fueron de tipo AL, 
mostrando una relación lineal entre la concentración de quercetina en disolución y la 
concentración de CDs en el medio, indicando que la estequiometría de los complejos 
de inclusión formados era 1:1. 
Usando la ecuación descrita por Higuchi y Connors, en 1965 (Ecuación III.11.), 
pudimos calcular el valor de KC en cada uno de los casos (Tabla V.2.). 
 
Tabla V.2.: Constantes de complejación (KC) entre quercetina y distintos 
tipos de CDs en tampón acetato sódico 100 mM a pH 4.5, obtenidos por el 








Quercetina 398 ± 61 950 ± 82 917 ± 78 
 
 
Como se puede observar en la Tabla V.2., los valores de KC obtenidos fueron 
similares a los calculados usando el método enzimático (Tabla V.1.) (β-, 426 ± 68, HP-
β-, 1195 ± 112 y G2-β-CDs, 650 ± 76). 
Cuando se llevan a cabo estudios de saturación de CDs, es importante calcular 
la eficacia de complejación (CE). Este valor tiene en cuenta, además de KC, la 
solubilidad en agua del compuesto encapsulado (S0) (Ecuación III.12.). En el caso de 
quercetina, el valor de CE obtenido para cada tipo de CDs estudiadas se presenta en 
la Tabla V.3. 
 
Tabla V.3.: Eficacia de complejación (CE) entre quercetina y distintos tipos 
de CDs. 
 







Quercetina 0.1281 50.9 ± 7.8 121.7 ± 10.4 117.4 ± 10.4 
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Tal y como indican los valores de CE, son HP-β- las CDs que poseen una 
mayor eficacia de complejación. 
1.2.1.3. Método fluorimétrico 
Con el fin de establecer la validez tanto del método enzimático, como el de 
solubilidad para la determinación de KC entre quercetina y diferentes tipos de CDs, se 
llevaron a cabo estudios de fluorescencia. En este método la KC se calculó mediante el 
estudio de la modificación del espectro de fluorescencia de quercetina tras adicionar 
CDs al medio de complejación en tampón acetato sódico 100 mM a pH 4.5.  
En primer lugar se estudió el efecto de la presencia de CDs nativas (α-, β- y γ-
CDs) en el espectro de fluorescencia de quercetina. La adición de β-CDs al medio dio 
como resultado un aumento en la intensidad de fluorescencia de quercetina, tal y 














Figura  V.8.:  Espectro  de  fluorescencia  de  quercetina en tampón acetato 
sódico 100 mM pH 4.5,  con  concentraciones  crecientes de  β‐CDs,  λexi 370 
nm: (a) 0, (b) 1, (c) 2.5, (d) 5 y (e) 10 mM β‐CDs. 
 
Este resultado nos indicaba que la formación de complejos β-CDs-quercetina 
era la que provocaba el aumento de fluorescencia. Sin embargo, la adicción de α- y γ-
CDs no produjo ninguna variación en la intensidad de fluorescencia del flavonol 
nm
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(datos no mostrados). En el caso de α-CDs, este resultado corroboraba que estas CDs 
no forman complejos con quercetina, tal y como observamos al hacer el estudio con el 
método enzimático. En el caso de γ-CDs, tampoco se produjo ningún cambio en la 
intensidad de fluorescencia de quercetina. Tal y como hemos comprobado con el 
método enzimático, estas CDs sí son capaces de formar complejos con quercetina, 
pero la KC que presenta es baja (233 ± 44), por lo tanto, la cantidad de complejos que 
se forman es pequeña, y no causa la suficiente variación en la intensidad de 
fluorescencia para poder ser detectada. Por lo tanto, este método no nos sirve para 
calcular la KC entre γ-CDs y quercetina. 
También se estudió la complejación entre quercetina y CDs modificadas, HP-β- 
y G2-β-CDs. Cuando se llevó a cabo este estudio también se observó un aumento en la 
intensidad de fluorescencia de quercetina conforme aumentó la concentración de CDs 
















concentraciones de CDs: (■) β‐CDs, ( ) HP‐β‐CDs y ( ) G2‐β‐CDs. 
 
En presencia de HP-β-CDs se produjo un mayor aumento en la intensidad de 
fluorescencia de quercetina (Figura V.9.), debido a una mayor afinidad de este tipo de 
CDs para formar complejos de inclusión con dicho flavonol. El aumento de la 
fluorescencia fue de 1.6, 1.9 y 1.7 veces para β-, HP-β- y G2-β-CDs, respectivamente. 
[CDs] (mM)
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Tal y como se observa en la Figura V.9.  la intensidad de fluorescencia de 
quercetina aumentó conforme aumentaba la concentración de CDs hasta alcanzar una 
meseta y permanecer constante. Este aumento se produjo de forma progresiva hasta 
que todo el flavonol estuvo complejado en la cavidad hidrofóbica de las CDs, para 
permanecer constante a partir de una concentración de CDs 5 mM aproximadamente 
(Figura V.9.).  
Analizando los datos experimentales de la Figura V.9. podemos obtener tanto 
la estequiometría de los complejos de inclusión formados entre quercetina y los 
distintos tipos de CDs estudiadas, como la magnitud de sus correspondientes KC. 
Para calcular el valor de KC mediante el método fluorimétrico se utilizaron las 
siguientes ecuaciones: Connors (Ecuación ІІІ.13.), Benesi-Hildebrand (Ecuación 
ІІІ.14.) y Scatchard (Ecuación ІІІ.15.) (Connors, 1987; Benesi y Hildebrand, 1949; 
Scatchard, 1949).  
En primer lugar, el valor de KC entre β-CDs y quercetina fue calculado 
ajustando los datos experimentales obtenidos en la Figura V.9. a la ecuación de 
Connors (Ecuación III.13.) (Tabla V.4.). Esta representación nos muestra una relación 
no lineal entre la intensidad de fluorescencia y la concentración de CDs presentes en 
el medio, al igual que los datos experimentales mostrados en la Figura V.9.  
 
Tabla V.4.: Constantes  de  complejación  (KC)  entre  quercetina  y  distintos 













Connors 320 ± 19 860 ± 93 600 ± 53 
Benesi-
Hildebrand 
313 ± 32 858 ± 81 575 ± 40 
Scatchard 334 ± 42 856 ± 90 616 ± 49 
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Otra de las ecuaciones utilizadas para obtener los valores de KC por el método 
fluorimétrico es la ecuación de Benesi-Hildebrand (Ecuación ІІІ.14.). 
La representación de la doble recíproca de Benesi-Hildebrand, de los datos 
experimentales de la Figura V.9., mostró 3 líneas rectas, debido al aumento de la 
intensidad de fluorescencia con el aumento de la concentración de CDs en el medio 

















Esta representación permite calcular el valor de KC, dividiendo el valor de la 
pendiente de cada recta entre el intercepto con el eje Y. El inconveniente de este tipo 
de representación es su sensibilidad a concentraciones bajas de CDs, pudiendo variar 
mucho el valor de KC obtenido. 
El valor más alto de KC se obtuvo para HP-β-CDs (858 ± 81 M-1) mientras que 
β- y G2-β-CDs presentaron valores inferiores de KC (313 ± 32 M-1 y 575 ± 40 M-1, 
respectivamente) (Tabla V.4.). 
Los datos experimentales de fluorescencia (Figura V.9.), también se utilizaron 
para determinar los valores de KC entre quercetina y CDs, utilizando la ecuación de 
Scatchard (Scatchard, 1949). En este caso la relación entre el aumento de la intensidad 
de fluorescencia (F - F0) y la concentración de CDs está dada por la Ecuación ІІІ.15.  
[CDs] (mM)
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La representación de los datos de la Figura V.9. como (F - F0) / [CDs] frente (F - 
F0) dio lugar a 3 líneas rectas, indicando que la estequiometría de los complejos de 



















Los  valores  de  KC,  fueron  similares  a  los  obtenidos  por  Connors  y  Benesi‐
Hildebrand (Tabla V.4.), corroborando que HP-β-CDs con un valor de KC de 856 ± 90 





Los valores de KC obtenidos usando el método fluorimétrico fueron inferiores a 
los obtenidos mediante el método enzimático y el de solubilidad (Tabla V.5.), que 
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Fluorimétrico:    
Connors 320 ± 19 860 ± 93 600 ± 53 
Benisi-Hildebrand 313 ± 32 858 ± 81 575 ± 40 
Scatchard 334 ± 42 856 ± 90 616 ± 49 
Enzimático 426 ± 68 1195 ± 112 650 ± 76 
Solubilidad 398 ± 61 950 ± 82 917 ± 78 
 
 
Para comprobar que valores de KC obtenidos por los métodos enzimático, 
solubilidad o fluorimétrico, eran los correctos se llevó a cabo un ensayo en el que se 
varió la concentración de quercetina y CDs totales, para que al utilizar los valores de 
KC por los 3 métodos y la Ecuación ІІІ.9., se mantuviera constante la concentración de 
quercetina libre ([quercetina]f) y que la tasa de oxidación de quercetina por HPR 
también permaneciera constante, independientemente de la concentración de 
quercetina total. 
Como podemos observar en la Figura V.12., cuando utilizamos los valores de 
KC obtenidos mediante el método enzimático o de solubilidad, los resultados fueron 
los esperados (la actividad enzimática era independiente de las concentraciones 
totales de CDs y quercetina). Sin embargo el resultado obtenido utilizando los valores 
de KC por el método fluorimétrico, se desvió de lo esperado (la actividad enzimática 
no se mantenía constante), lo que indica que la concentración de quercetina libre no 





















Figura V.12.: Ensayo de CDs. La oxidación de quercetina libre se llevó a 
cabo en tampón acetato sódico 100 mM pH 4.5 y 0.037 unidades de HPR. 
Las concentraciones de CDs y quercetina totales usadas en cada caso para 
obtener 1.8, 4.3 ó 8 µM quercetina libre fueron calculadas sustituyendo los 
valores de KC en la Ecuación ІІІ.9., ( ) 1.8 µM quercetina libre en 
presencia de HP-β-CDs calculado usando el valor de KC obtenido 
enzimáticamente; ( ) 1.8 µM quercetina libre en presencia de HP-β-CDs 
calculado usando el valor de KC obtenido fluorimétricamente; ( ) 4.3 µM 
quercetina libre en presencia de G2-β-CDs calculado usando el valor de KC 
obtenido enzimáticamente; ( ) 4.3 µM quercetina libre en presencia de G2-
β-CDs calculado usando el valor de KC obtenido fluorimétricamente; ( ) 8 
µM quercetina libre en presencia de β-CDs calculado usando el valor de KC 
obtenido enzimáticamente; ( )4.3 µM quercetina libre en presencia de β-
CDs calculado usando el valor de KC obtenido fluorimétricamente. 
 
En conclusión, este estudio muestra claramente que quercetina pueden ser 
complejada por CDs en medio ácido, estabilizándola frente a la oxidación enzimática. 
De entre las CDs estudiadas, las modificadas HP-β-CDs fueron las más efectivas en la 
complejación de quercetina. Es importante señalar que las CDs pueden utilizarse no 
[CDs] (mM)
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solo para disminuir la concentración de quercetina libre en el medio, mientras que la 
concentración de quercetina total se mantiene constante, sino también para aumentar 
la concentración total de quercetina mientras que la concentración de quercetina libre 
permanece constante. En este último caso, la concentración total de quercetina 
depende de la eficacia de la complejación (CE). También es importante resaltar que el 
método fluorimétrico infravalora el valor de KC, llegando en el caso de γ-CDs a no 
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1. KAEMPFEROL 
1.1. INTRODUCCIÓN 
Kaempferol (3, 4´, 5, 7-tetrahidroxiflavona) (Figura VI.1.) es un flavonol 
ampliamente distribuido en diferentes fuentes naturales como cebolla, zanahoria y té 
negro, alimentos en los que alcanza concentraciones de 832, 140 y 118 mg/kg de peso 
seco, respectivamente (Miean y Mohamed, 2001). Además, podemos encontrarlo 
también en manzana, brócoli, puerro, cítricos, uva y vino tinto (Park y col., 2006; 




















Figura VI.1.: Estructura química de kaempferol.  
 
 
En Japón, representa el 35,3% del consumo total de flavonoides en las mujeres 
(Arai y col., 2000) y en Estados Unidos, el 22% de flavonoles/flavonas para las 
mujeres y el 20% para los hombres (Sampson y col., 2002). 
1.1.1. Kaempferol y salud 
A este flavonol se le ha prestado mucha atención en los últimos años debido a 
sus propiedades anticancerígenas (Bestwick y col., 2007; Sharma y col., 2007), 
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antiaterogénicas, antioxidantes (López-Sánchez y col., 2007), antiinflamatorias 
(Hämäläinen y col., 2007) y osteogénicas (Trivedi y col., 2008).  
Se ha demostrado que inhibe la proliferación celular en cáncer pancreático 
induciendo la apoptosis de células cancerosas, lo que puede sensibilizar a las células 
tumorales frente a la quimioterapia (Zhang y col., 2008) y neutralizar los efectos 
tóxicos de los fármacos y agentes químicos utilizados en su tratamiento (Leung y col., 
2007; Nadova y col., 2007). El consumo de kaempferol también se ha asociado con un 
menor riesgo de padecer cáncer colorrectal (Bobe y col., 2008), de ovario (Gates y col., 
2007), gástrico (García-Closas y col., 1999) y pulmonar, además de tener efectos sobre 
la progresión del ciclo celular y la apoptosis de células humanas en procesos de 
leucemia (Rusak y col., 2005; Bestwick y col., 2007). 
Se ha investigado sobre los efectos combinados de kaempferol y quercetina, ya 
que parecen actuar sinérgicamente en la reducción de la proliferación de las células 
cancerosas, apoyando así el empleo de tratamientos combinados por ser más 
efectivos que por separado (Ackland y col., 2005). En un estudio realizado en células 
hepáticas, se ha demostrado que kaempferol y quercetina pueden modular la 
actividad de iNOS, COX-2 y proteína C reactiva, consiguiendo así efectos 
antiinflamatorios (García-Mediavilla y col., 2007).  
También se ha demostrado la posible modulación del metabolismo de lípidos, 
la inhibición de la oxidación de las lipoproteínas de baja densidad (LDL) y la 
formación de plaquetas en sangre, llegando a la conclusión de que el kaempferol 
previene la arterioesclerosis (Kowalski y col., 2005). 
Trivedi y col., en 2008, llevaron a cabo un estudio realizado en ratas 
ovariectomizadas (OVX), demostrando la acción preventiva de kaempferol en la 
osteoporosis, ya que promueve las funciones de los osteoblastos en la remodelación 
del hueso e inhibe la función de los osteoclastos (célula multinucleada que degrada y 
reabsorbe hueso).  
A pesar de sus excelentes propiedades, es bastante insoluble en agua (0.046 
mM), y muy sensible a la acción de agentes externos como aire, luz y enzimas 
oxidativas, constituyendo un grave problema para su formulación y manipulación en 
la elaboración de alimentos funcionales. Con el fin de paliar, en la medida de lo 
posible, los inconvenientes descritos, se ha estudiado la inclusión de kaempferol en 
ciclodextrinas (CDs). 
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1.2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
1.2.1. Cálculo de KC 
Las KC entre kaempferol y diferentes tipos de CDs fueron calculadas usando 
diferentes métodos, con el fin de comparar los valores obtenidos con cada uno de 
ellos y determinar el método óptimo para dicho cálculo. 
1.2.1.1. Método fluorimétrico 
El método fluorimétrico consiste en estudiar los cambios en la intensidad de 
fluorescencia del analito cuando ha sido complejado. 
Para calcular la KC entre kaempferol y diferentes tipos de CDs, en tampón 
borato sódico 100 mM a pH 9.0, se estudió la modificación de su espectro de 
fluorescencia tras adicionar las CDs al medio.  
En primer lugar, se estudió el efecto de la adición de CDs nativas (α-, β- y γ-
CDs) a una disolución de kaempferol. La adición de β-CDs dio como resultado una 
disminución en la intensidad de fluorescencia del kaempferol, tal y como se observa 














Figura VI.2.: Espectro de fluorescencia de kaempferol con concentraciones 
crecientes de β-CDs λex 351 nm: (a) 0, (b) 0.5, (c) 1, (d) 2 y (e) 5 mM β-CDs. 
nm
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Esta es la primera vez que se ha observado una disminución en la intensidad 
de fluorescencia como consecuencia de la complejación de un analito en CDs, en 
contraste con el aumento descrito tras la complejación de otros compuestos (Álvarez-
Parrilla y col, 2005; Mahedero y col, 2002; Wagner y Fitzpatrick, 2000; Muñoz de la 
Peña y col, 2007; Lucas-Abellán y col, 2008a).  
También se estudió la complejación de kaempferol en β-CDs modificadas (HP-
β- y G2-β-CDs). Cuando se llevó a cabo este estudio también se observó una 
disminución en la intensidad de fluorescencia del kaempferol conforme aumentó la 
concentración de CDs en el medio, siendo este descenso de diferente magnitud para 















Figura VI.3.: Intensidad de fluorescencia de kaempferol a 539 nm y 
diferentes concentraciones de CDs: (■) β-CDs, ( ) HP-β-CDs y ( ) G2-β-
CDs. 
 
Esta disminución en la intensidad de fluorescencia fue mayor en el caso de HP-
β-CDs (Figura VI.3.) debido a una mayor afinidad de este tipo de CDs para formar 
complejos de inclusión con kaempferol. La reducción de la fluorescencia fue de 2.6, 
3.5 y 2.4 veces para β-, HP-β- y G2-β-CDs, respectivamente. Para HP-β-CDs, la 
intensidad de fluorescencia del kaempferol disminuyó conforme aumentó la 
concentración de CDs, hasta una concentración de 2 mM, concentración a partir de la 
B 
[CDs] (mM)
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cual la intensidad de fluorescencia de kaempferol permaneció constante (Figura 
VI.3.). En el caso de β- y G2-β-CDs, el valle se alcanzó aproximadamente a una 
concentración de CDs 5 mM (Figura VI.3.). A partir de esta concentración de CDs 
todo el kaempferol estaba formando complejos de inclusión. 
Tanto la estequiometría de los complejos de inclusión formados entre 
kaempferol y los distintos tipos de CDs estudiadas, como la magnitud de sus 
correspondientes constantes de complejación (KC), se pueden obtener del análisis de 
estos datos experimentales. Para calcular el valor de KC por el método fluorimétrico 
se utilizaron las siguientes ecuaciones: Connors (Ecuación ІІІ.13.), Benesi-Hildebrand 
(Ecuación ІІІ.14.) y Scatchard (Ecuación ІІІ.15.) (Connors, 1987; Benesi y Hildebrand, 
1949; Scatchard, 1949).  
El valor de KC entre β-CDs y kaempferol fue calculado en primer lugar, 
ajustando los datos experimentales obtenidos en la Figura VI.3. a la ecuación de 
Connors (Ecuación III.13.) (Tabla VI.1.). Esta representación, al igual que los datos 
experimentales mostrados en la Figura VI.3., nos muestra una relación no lineal entre 
la intensidad de fluorescencia y la concentración de CDs presentes en el medio,  
 
Tabla VI.1.: Constantes de complejación (KC) entre kaempferol y distintos 













Connors 1499 ± 199 9650 ± 288 984 ± 112 
Benesi-
Hildebrand 
1622 ± 259 9872 ± 332 1056 ± 120 
Scatchard 1555 ± 268 9367 ± 325 998 ± 109 
 
 
Mediante la ecuación de Benesi-Hildebrand también se pueden obtener los 
valores de KC. 
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La representación doble recíproca de Benesi-Hildebrand, de los datos 
experimentales de la Figura VI.3., mostró valores negativos en la pendiente de las 
rectas obtenidas, debido a la disminución de la intensidad de fluorescencia con el 















Figura VI.4.: Representación de Benesi-Hildebrand para kaempferol con (■) 
β-, ( ) HP-β y ( ) G2-β-CDs. 
 
Esta representación permite calcular el valor de KC, dividiendo del valor de la 
pendiente de cada recta entre el intercepto con el eje Y.  
El inconveniente de este tipo de representación es su escasa sensibilidad a 
concentraciones bajas de CDs, pudiendo variar mucho el valor obtenido de KC. 
El valor más alto de KC se obtuvo para HP-β-CDs (9872 ± 332 M-1) mientras que 
β- y G2-β-CDs presentaron valores inferiores de KC (1622 ± 259 M-1 y 1056 ± 120 M-1, 
respectivamente) (Tabla VI.1.). 
Los datos experimentales de fluorescencia (Figura VI.3.), también se utilizaron 
para determinar los valores de KC entre kaempferol y CDs, utilizando la ecuación de 
Scatchard (Scatchard, 1949). En este caso, la relación entre el aumento de la intensidad 
de fluorescencia (F - F0) y la concentración de CDs viene dada por la Ecuación ІІІ.15.  
La representación de los datos de la Figura VI.3. como (F - F0) / [CDs] frente a 
(F - F0) dio lugar a 3 líneas rectas, indicando que la estequiometría de los complejos de 
1/[CDs]
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inclusión formados entre kaempferol y β-, HP- β- y G2-β-CDs era 1:1 en todos los 















Figura VI.5.: Representación de Scatchard para kaempferol con (■) β-CDs, 
( ) HP-β-CDs y ( ) G2-β-CDs. 
 
Los valores de KC, fueron similares a los obtenidos usando las ecuaciones de 
Connors y de Benesi-Hildebrand (Tabla VI.1.), corroborando que HP-β-CDs tiene 
mayor afinidad por kaempferol que β- y G2-β-CDs. 
 
1.2.1.2. Método enzimático 
Con el fin de establecer la validez del método fluorimétrico para la 
determinación de KC midiendo la disminución de la intensidad de fluorescencia 
producida por la complejación de kaempferol en CDs, se utilizo el método enzimático 
para calcular la KC entre kaempferol y CDs, utilizando HPR en presencia H2O2, en 
medio básico. 
En primer lugar, se estudió la oxidación de kaempferol por HPR, observándose 
la formación de un producto de oxidación con un máximo a 315 nm (Figura III.3.). 
(F‐F0)
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Cuando se estudió la oxidación de kaempferol por HPR en presencia de 
diferentes tipos de CDs, se observó una disminución en la velocidad de oxidación del 
















Figura VI.6.: Efecto de la adicción al medio de concentraciones crecientes de 
CDs sobre la oxidación de kaempferol por HPR ((■) β-, ( ) HP-β- y ( ) G2-
β-CDs). El medio de reacción contenía tampón borato sódico 100 mM pH 9.0, 
21 µM de kaempferol, 400 µM H2O2, 0.37 unidades de HPR y 
concentraciones crecientes de CDs. 
 
Esta inhibición de la actividad enzimática nos indicó que kaempferol estaba 
siendo encapsulado en la cavidad hidrofóbica de las CDs, dejando así de estar 
disponible para enzima. 
El efecto inhibidor de los diferentes tipos de CDs (β-, HP-β- y G2-β-CDs) fue 
estudiado a diferentes concentraciones de kaempferol, observándose en todos los 































Figura VI.7.: Efecto de diferentes concentraciones de β-CDs en la oxidación 
de kaempferol por HPR. El medio de reacción contenía tampón borato sódico 
100 mM pH 9.0, 400 µM H2O2, 0.37 unidades de HPR y concentraciones 
crecientes de β-CDs. ( ) 35 µM kaempferol, ( ) 21 µM kaempferol, ( ) 













Figura VI.8.: Efecto de diferentes concentraciones de HP-β-CDs en la 
oxidación de kaempferol por HPR. El medio de reacción contenía tampón 
borato sódico 100 mM pH 9.0, 400 µM H2O2, 0.37 unidades de HPR y 
concentraciones crecientes de HP-β-CDs. ( ) 35 µM kaempferol, ( ) 21 µM 
kaempferol, ( ) 10.4 µM kaempferol.  
[HP-β-CDs] mM













































Figura VI.9.: Efecto de diferentes concentraciones de G2-β-CDs en la 
oxidación de kaempferol por HPR. El medio de reacción contenía tampón 
borato sódico 100 mM pH 9.0, 400 µM H2O2, 0.37 unidades de HPR y 
concentraciones crecientes de G2-β-CDs. ( ) 35 µM kaempferol, ( ) 21 µM 
kaempferol, ( ) 10.4 µM kaempferol.  
 
Suponiendo que este efecto inhibidor se debía a la formación de complejos de 
inclusión, y que el kaempferol libre es la única forma de sustrato que puede utilizar la 
enzima, utilizamos la ecuación de velocidad de Michaelis-Menten modificada 
(Ecuación III.10.), que muestra una relación no lineal entre la velocidad de la reacción 
y la concentración de CDs, para ajustar los datos experimentales presentes en las 
Figuras VI.7.- VI.9.  
La Tabla VI.2., muestra los valores de KC obtenidos para β-, HP- β- y G2-β-CDs. 
Como se puede observar en dicha tabla, el valor de KC obtenido fue mayor en el caso 
de HP-β-CDs, como ocurre en el caso de quercetina, miricetina (Lucas-Abellán y col, 
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Tabla VI.2.: Constantes de complejación (KC) entre kaempferol y distintos 










Kaempferol 2670 ± 245 11848 ± 258 2325 ± 312 
 
1.2.1.3. Método de solubilidad 
También se realizaron estudios de solubilidad, utilizando el método descrito 
por Higuchi y Connors en 1965. 
Este estudio también se llevó a cabo en tampón borato sódico 100 mM pH 9.0, 
en presencia de concentraciones crecientes de β-, HP-β- y G2-β-CDs (Figuras VI.10. y 
VI.11.). Para ello, se prepararon disoluciones de concentraciones crecientes de CDs y 














Figura VI.10.: Diagrama de fases de kaempferol con β-CDs en tampón 
borato sódico 100 mM pH 9.0 a 25 ºC. 
 
[β-CDs] (mM)































Figura VI.11.: Diagrama de fases de kaempferol con ( ) HP-β-CDs y ( ) 
G2-β-CDs en tampón borato sódico 100 mM pH 9.0 a 25 ºC.  
 
Los diagramas de fases obtenidos mostraron una relación lineal, tipo AL, entre 
la concentración de kaempferol en disolución y la concentración de CDs,  indicando 
una estequiometría 1:1 de los complejos de inclusión, en todos los casos estudiados. 
Para calcular la KC en cada caso, se utilizó la ecuación descrita por Higuchi y 
Connors, en 1965 (Ecuación III.11.). Los valores de KC obtenidos usando el método de 
solubilidad (Tabla VI.3.) fueron similares a los obtenidos mediante el método 
enzimático (Tabla VI.2.) y superiores a los obtenidos por el método fluorimétrico 
(Tabla VI.1.). 
 
Tabla VI.3.: Constantes de complejación (KC) entre kaempferol y distintos 
tipos de CDs en tampón borato sódico 100 mM pH 9.0, obtenidos mediante el 









Kaempferol 2747 ± 210 11161 ± 302 2508 ± 150 
 
[CDs] (mM)
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Es importante señalar que el valor de KC, depende del aumento de la 
solubilidad del analito al ser complejado en CDs y, del producto de solubilidad (S0) 
del analito en el medio. La eficacia de complejación (CE), tiene en cuenta tanto el 
valor de KC como la solubilidad en agua del compuesto encapsulado (S0) (Ecuación 
III.12.). Para los complejos con estequimetría 1:1, la CE puede ser calculada utilizando 
la pendiente del diagrama de fases. Los valores de CE obtenidos para kaempferol, 
con cada una de las CDs estudiadas se muestran en la Tabla VI.4. 
 
Tabla VI.4.: Eficacia de complejación (CE) entre kaempferol y distintos tipos 
de CDs. 
 







Kaempferol 0.046 126.3 ± 9.7 513.4 ± 13.9 115.4 ± 6.9 
 
 
Para determinar cual de los 3 métodos (enzimático, solubilidad o fluorimétrico) 
era el más adecuado para el cálculo del valor de KC entre kaempferol y CDs, se llevó a 
cabo un ensayo (Lucas-Abellán y col., 2007; Lucas-Abellán y col., 2008d) en el que se 
varió tanto la concentración de kaempferol, como la de CDs totales, para que al 
utilizar los valores de KC obtenidos por los tres métodos y la Ecuación ІІІ.9., se 
mantuviera constante la concentración de kaempferol libre ([kaempferol]f) y que la 
tasa de oxidación de kaempferol por HPR también permaneciera constante, 
independientemente de la concentración de kaempferol total. 
Como podemos observar en la Figura VI.12., cuando utilizamos los valores de 
KC obtenidos mediante el método enzimático o de solubilidad, los resultados fueron 
los esperados (la actividad enzimática era independiente de las concentraciones 
totales de CDs y kaempferol). Sin embargo, el resultado obtenido utilizando los 
valores de KC obtenidos mediante el método fluorimétrico, se desvió de lo esperado 
(la actividad enzimática no se mantiene constante), lo que indica que la concentración 
de kaempferol libre no es la misma en todos los casos, por lo tanto, los valores de KC 
utilizados no son los correctos.  
 














Figura VI.12.: Ensayo de CDs. La oxidación de kaempferol libre se llevó a 
cabo en tampón borato sódico 100 mM pH 9.0 y 0.37 unidades de HPR. Las 
concentraciones de CDs y kaempferol totales usadas en cada caso para 
obtener 1.6, 5.7 ó 6.3 µM kaempferol libre fueron calculadas sustituyendo los 
valores de KC en la Ecuación ІІІ.9., ( ) 1.6 µM kaempferol libre en 
presencia de HP-β-CDs calculado usando el valor de KC obtenido 
enzimáticamente; ( ) 1.6 µM kaempferol libre en presencia de HP-β-CDs 
calculado usando el valor de KC obtenido fluorimétricamente; ( ) 5.7 µM 
kaempferol libre en presencia de β-CDs calculado usando el valor de KC 
obtenido enzimáticamente; ( ) 5.7 µM kaempferol libre en presencia de β-
CDs calculado usando el valor de KC obtenido fluorimétricamente; ( ) 6.3 
µM kaempferol libre en presencia de G2-β-CDs calculado usando el valor de 
KC obtenido enzimáticamente; ( ) 6.3 µM kaempferol libre en presencia de 
G2-β-CDs calculado usando el valor de KC obtenido fluorimétricamente. 
 
Como conclusión podemos decir que si se utiliza la disminución de 
fluorescencia de kaempferol, el valor de KC se infravalora y la concentración de 
kaempferol libre será mayor de lo esperado, lo que podría explicar el aumento de la 
actividad de HPR observada en la Figura VI.12. Estos resultados concuerdan con los 
obtenidos para la complejación de resveratrol por Lucas-Abellán y col., en 2008d. Por 
[CDs] (mM)
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otro lado, al comparar KC obtenida mediante el método enzimático con la obtenida 
por el método de solubilidad, podemos ver que ambos métodos presentan valores 
similares, pudiendo afirmar que ambos métodos son fiables, mientras que los valores 
de KC obtenidos por el método flurimétrico son menores y, en consecuencia, no 
pueden ser comparados (Tabla VI.5.). 
 
Tabla VI.5.: Constantes de complejación (KC) entre kaempferol y distintos 
tipos de CDs en tampón borato sódico 100 mM pH 9.0, calculados mediante 








Fluorimétrico:    
Connors 1499 ± 199 9650 ± 288 984 ± 112 
Benesi-Hildebrand 1622 ± 259 9872 ± 332 1056 ± 120 
Scatchard 1555 ± 268 9367 ± 325 998 ± 109 
Enzimático 2670 ± 245 11848 ± 258 2325 ± 312 
Solubilidad 2747 ± 210 11161 ± 302 2508 ± 150 
 
 
Por lo tanto, en el caso de kaempferol y otros compuestos que pueden ser 
oxidados por diferentes enzimas, el mejor método para el cálculo de su KC es el 
método enzimático, debido a la alta especificidad de las enzimas, que sólo actúan 
sobre el sustrato libre. Cuando el método enzimático no se pueda utilizar, el estudio 
de solubilidad es un método opcional para calcular los valores de KC. De las CDs 
utilizadas, HP-β-CDs fueron las más efectivas para complejar kaempferol, 
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1. EFECTO DE LA COMPLEJACIÓN DE MIRICETINA, 
QUERCETINA Y KAEMPFEROL EN HP-β-CDs, SOBRE SU 
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 
1.1. INTRODUCCIÓN 
Los flavonoles son los flavonoides más frecuentes de nuestra dieta (Manach y 
col., 2004). Son inducidos por la luz solar (360 nm), atenuando así el efecto de los 
rayos ultravioleta en la planta (Price y col., 1995; Kolb y col., 2001). Por este motivo, 
los más de 200 flavonoles agliconas descritos, se suelen encontrar en los tejidos 
externos de muchas frutas y hortalizas (Williams y Harborne, 1994). También se 
inducen en productos vegetales procesados en fresco, como consecuencia del daño 
mecánico (Tudela y col., 2002). 
En frutas, se encuentran alrededor de 50 flavonoles distintos, 












Figura VІІ.1.: Estructuras de los flavonoles: miricetina, quercetina y 
kaempferol. 
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Quercetina y kaempferol son los flavonoles más ampliamente distribuidos, 
encontrándose en el 80% de las frutas (albaricoque, fresa, ciruela, higos, etc.). 
Aproximadamente el 30% de las frutas contiene la combinación de agliconas 
miricetina, quercetina y kaempferol (Tabla VII.1.). La ingesta diaria de flavonoles 
(principalmente quercetina) se ha estimado entre 6 y 60 mg/día, dependiendo del 
país (Hollman y Arts, 2000). 
 
Tabla VII.1.: Contenido en flavonoles de diferentes alimentos (mg/100 g de 
porción comestible). 
 
Alimento Miricetina Quercetina Kaempferol 
Albaricoque  2.55  
Alcaparras  180.77 135.56 
Arándano 1.09 3.04  
Arándano amargo 4.33 14.02 0.09 
Brócoli  1.06 1.38 
Cebolla  13.27 0.18 
Cebollino  4.77 10 
Cereza  3.20  
Ciruela  1.20  
Endibia   4.04 
Espárragos  12.40  
Grosella negra 1.86 1.15  
Judías verdes  2.73  
Lechuga (iceberg)  2.47 0.07 
Lechuga (matecosa)  1.19 0.02 
Manzana  4.42  
Pimiento dulce  0.65  
Pimiento picante  16.80  
Sidra  0.48  
Té 0.45 2.07 1.34 
Uva blanca 0.45 0.87  
Uva tinta 0.45 2.54  
Vino tinto 0.73 0.84 0.05 
Fuente: USDA http://www.ars.usda.gov/SP2UserFiles/Place/12354500/Data/Flav/Flav02-1.pdf 
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Los flavonoles poseen una gran capacidad antioxidante como resultado de su 
estructura química. Así el grupo o-difenol en el anillo B, el doble enlace en las 
posiciones 2 y 3 conjugados con la función 4-oxo, y los grupos hidroxilos en las 
posiciones 3 y 5 (Figura VІІ.2.), presentan capacidad para secuestrar radicales libres 
(Bravo, 1998; Vinson y col., 1995; Hollman y Katan, 1997). Quercetina, con todas estas 
























Figura VІІ.2.: Estructura general de los tres flavonoles. 
1.2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
1.2.1. Medida de actividad antioxidante 
En este capítulo, se estudió el efecto de la inclusión de miricetina, quercetina y 
kaempferol en CDs sobre su actividad antioxidante, utilizando el método ORAC-FL. 
Estos tres flavonoles fueron seleccionados para su estudio por sus características 
químicas, biológicas, disponibilidad y abundancia en las plantas de tipo alimentario.  
Por otra parte, los 3 flavonoles tienen diferente número de grupos hidroxilo en 
el anillo B (Figura VII.1.), hecho que influye en la capacidad de cada uno de ellos 
para deslocalizar electrones, y por consiguiente, en su capacidad antioxidante. 
En primer lugar se midió la actividad antioxidante de miricetina, quercetina y 
kaempferol mediante el método ORAC-FL en ausencia de CDs, utilizando el método 
descrito por Dávalos y col., en 2004. El estudio se realizó en tampón fosfato sódico 75 
mM, pH 7.4, con un volumen final de reacción de 200 µL. La capacidad de inhibición 
en la oxidación de la FL se expresó como equivalentes de Trolox (µM) y se cuantificó 
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mediante la integración del área bajo la curva de caída de FL (AUC) obtenida (Figura 
VII.3.), utilizando la Ecuación ІІІ.16., tal y como se detalla en la sección de materiales 




























Figura VII.3.: Área bajo la curva de caída de la FL inducida por el radical 
AAPH de miricetina (A), quercetina (B) y kaempferol (C) a diferentes 
concentraciones: blanco ( ), 0.5 µM ( ), 0.75 µM, (■), 1 µM (□),1.5 µM 
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El análisis de los datos experimentales mostró una relación lineal entre la 














Figura VII.4.: Regresión lineal de miricetina (■),  quercetina  (○) y 
kaempferol (●)  a diferentes concentraciones, expresados en equivalentes de 
Trolox (µM). 
 
Teniendo en cuenta que una pendiente de 1.0 en la Figura VII.4., significa que 
la actividad antioxidante de una concentración 1 µM de flavonol es equivalente a 1 
µM de Trolox, miricetina (pendiente de 3.56), quercetina (pendiente de 10.45) y 
kaempferol (pendiente de 11.9) presentaron una actividad antioxidante de 3 a 12 
veces mayor que la de Trolox C. 
Estos resultados concuerdan con los obtenidos previamente por Tabart y col., 
en 2009.  
La actividad antioxidante obtenida para cada una de ellos (kaempferol> 
quercetina > miricetina), fue inversamente proporcional al número de grupos 
hidroxilo en el anillo B. Kaempferol, que sólo presenta un grupo OH en posición C4’ 
del anillo B, mostró ser un antioxidante ligeramente superior a quercetina (con un 
grupo catecol), y ambos muy superiores a miricetina que posee 3 OH en dicho anillo. 
Una vez establecida la actividad antioxidante de cada uno de los flavonoles en 
ausencia de CDs, pasamos a estudiar el efecto de la presencia de HP-β-CDs en la 
actividad antioxidante de dichos flavonoles. 
[Flavonoles] (μM)
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La presencia de CDs en el medio de reacción, dio como resultado un aumento 














Figura VII.5.: Área bajo la curva de caída de la FL, en presencia de 
miricetina (0.5 ( ) y 0.75 (□) μM) y miricetina con 1.75 mM de HP-β-CDs 














Figura VII.6.: Área bajo la curva de caída de la FL, en presencia de 
quercetina (0.5 ( ) y 0.75 (□) µM) y quercetina con 1.75 mM de HP-β-CDs 
(0.5 ( ) y 0.75 (■) µM).  
Tiempo (minutos)




































































Figura VII.7.: Área bajo la curva de caída de la FL, en presencia de 
kaempferol (0.5 ( ) y 0.75 (□) µM) y kaempferol con 1.75 mM de HP-β-
CDs (0.5 ( ) y 0.75 (■) µM).  
 
Los valores de actividad antioxidante obtenidos mediante el método ORAC-
FL, combinan el tiempo con el grado de inhibición de la curva en un solo dato. 
Cuando se adicionaron concentraciones crecientes de HP-β-CDs al medio de 
reacción y se calculó el Net AUC en cada caso usando la Ecuación III.16., los 
resultados obtenidos mostraron que conforme aumentó la concentración de CDs en el 
medio, también aumentaba la capacidad antioxidante, hasta llegar a saturación en 
todos los casos (Figuras VII.8.- VII.10.).  
Tal y como se observa en las Figuras VII.8.- VII.10. a una concentración de HP-
β-CDs aproximadamente 1 mM, todo el flavonol ha sido complejado por las CDs, 
dejando de estar disponible para el radical y por lo tanto, la actividad antioxidante 
que presenta a partir de ahí es independiente de la concentración de HP-β-CDs en el 
medio. En el nivel de saturación, se observó que los flavonoles presentaban 
aproximadamente el doble de capacidad antioxidante en presencia de CDs, que en su 
ausencia (Figuras VII.8.-VII.10.). Este aumento en la actividad antioxidante viene 
dado por la protección que ejercen las CDs sobre los flavonoles frente al ataque por 
los radicales libres.  
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Figura VII.8.: Efecto de la concentración de HP-β-CDs en la capacidad 
















Figura VII.9.: Efecto de la concentración de HP-β-CDs en la capacidad 
antioxidante de quercetina. ( ) 0.5 µM y ( ) 0.75 µM de quercetina. 
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Figura VII.10.: Efecto de la concentración de HP-β-CDs en la capacidad 
antioxidante de kaempferol. ( ) 0.5 µM y ( ) 0.75 µM de kaempferol. 
 
 
El Net AUC de miricetina, quercetina y kaempferol, no fue posible medirlo a 
concentraciones superiores a 0.75 mM, ya que los tiempos de medida superaban las 2 
horas, tiempo óptimo establecido para el método ORAC por Lucas Abellán y col., en 
2008.  
A continuación se realizó un estudio en el que se midió la actividad 
antioxidante de miricetina, quercetina y kaempferol, a una concentración de 0.75 μM, 
en ausencia y presencia de 2 concentraciones diferentes de CDs.  
Como podemos ver en la Figura VII.11., a una concentración de HP-β-CDs 1.75 
mM, situación en la que todos los flavonoles están complejados, kaempferol presentó 
la mayor actividad antioxidante (Figura VII.11, barras blancas) y miricetina los 
valores más bajos, al igual que en ausencia de HP-β-CDs (Figura VII.11, barras 
negras).  
Cuando se adicionó una concentración de CDs en la que parte de los flavonoles 
permanecían libres (0.25 mM de HP-β-CDs), las diferencias entre las actividades 
antioxidantes de los tres flavonoles fueron mayores (Figura VII.11, barras grises). El 
aumento de la capacidad antioxidante de kaempferol a una concentración de HP-β-
CDs 0.25 mM (1.7 veces), fue ligeramente inferior al aumento sufrido en presencia de 
[HP‐β‐CDs] (mM)
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HP-β-CDs 1.75 mM (2 veces). Sin embargo, en el caso de miricetina y quercetina, la 
capacidad antioxidante de ambos flavonoles en presencia de HP-β-CDs 0.25 mM fue 
mucho menor (quercetina 1.4 veces y miricetina 1.8 veces) que en presencia de HP-β-
















Figura VII.11.: Efecto de la concentración de HP‐β‐CDs en la actividad 
antioxidante de miricetina, quercetina y kaempferol en ausencia (0.75 μM de 
flavonol (barras negras)) y presencia de 0.25 mM (barras grises) o 1.75 mM 
(barras blancas) de HP‐β‐CDs. 
 
El aumento que se produce en la actividad antioxidante de los flavonoles 
(Figuras VII.8.- VII.10.) al aumentar la concentración de CDs en el medio de reacción, 
no puede atribuirse a la mayor solubilización de estos flavonoles, como se ha descrito 
anteriormente para licopeno (Bangalore y col., 2005) y α-tocoferol (Huang y col., 
2002). En este caso, las CDs actúan como un reservorio de dosis controlada de 
sustrato, protegiéndolo frente al ataque de los radicales libres (AAPH) y prolongando 
así, su actividad antioxidante (teniendo en cuenta que tiene que haber siempre 
flavonol libre, ya que el fenómeno de complejación está gobernado por una dinámica 
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En resumen, la actividad antioxidante de los tres flavonoles estudiados 
(miricetina, quercetina y kaempferol) aumenta al ser complejados por HP-β-CDs. 
Kaempferol presentó la mayor actividad antioxidante en ausencia y en presencia de 





CAPÍTULO VIII. CONCLUSIONES 
 






1. Los tres flavonoles estudiados, miricetina, quercetina y kaempferol, pueden ser 
complejados en CDs, aumentando su solubilidad acuosa por la formación de 
complejos 1:1.  
 
2. La complejación de miricetina, quercetina y kaempferol en CDs, provoca una 
variación en la intensidad de fluorescencia de los 3 flavonoles. En el caso de 
miricetina y quercetina, la fluorescencia aumenta con la complejación en CDs, 
mientras que, en el caso de kaempferol, la fluorescencia disminuye como 
consecuencia de la complejación. 
 
3. La oxidación de miricetina, quercetina y kaempferol por HPR en presencia de 
H2O2 es inhibida en la medida en que estos compuestos son complejados por 
CDs, indicando que el flavonol libre, es el único sustrato disponible para la 
enzima. 
 
4. La variación en la solubilidad, velocidad de oxidación enzimática y espectro de 
fluorescencia, permite calcular el valor de las constantes de complejación (KC) de 
los tres flavonoles objeto de estudio con diferentes tipos de CDs. 
 
5. El método enzimático y los estudios de solubilidad nos proporcionan valores 
reales de las constantes de complejación entre flavonoles y CDs. Sin embargo, el 
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6. De las CDs estudiadas, HP-β-CDs son las más efectivas en la complejación de 
miricetina, quercetina y kaempferol, ya que presentan mayor valor de KC, 
independientemente del método utilizado para el cálculo de la misma. 
 
7. La capacidad antioxidante de miricetina, quercetina y kaempferol aumenta tras 
su complejación en HP-β-CDs. Cada flavonol complejado presenta 
aproximadamente el doble de actividad antioxidante que cuando está libre en el 
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